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Induktion antiviraler- neutralisierender Antikorper beim 
Menschen und beim Tier 



Beschreibung 



Die Erfindung betri'fft immunogene Konstrukte und ein 
pharmazeutisches Mittel zur . Induktion von humoralen 
neutralisierenden . Inimunantworten gegen Virusinfektionen 
sowie ein Kit zum Nachweis von AntikSrpern und 
Virusantigenen. Die Erfindung betrifft weiterhin ein 
Verfahren zur induktion einer AntikSrperantwort und ein 
Verfahren zur passiven Iramunisierung eines Organismus unter 
Verwendung neutralisierender Antikorper, die mit den 
genannten immunogenen Konstrukten gewonnen wurden und einen 
Bioassay zum Nachweis der Infektion mit Viren- 

Die Infektion mit dem menschlichen. immundef izienzvirus HIV 
(human immune deficiency virus) und das daraus resul- 
tierende erworbene menschliche Iramundefizienz Syndrom 
(AIDS: acquired immune deficiency syndrome) hat sich seit 
seiner Erstbeschreibung in den fruhen achtziger Jahren des 
letzteh Jahrhunderts zu einer der grofiten globalen Virus - 
Epidemien entwickelt. Allein im Jahr 2002 inf izierten. sich 
weltweit fiinf Millionen Menschen mit HIV, davon 800000 
Kinder unter 15 Jahren, 3,1 Millionen Menschen starben in 
Folge der HIV- infektion und/oder AIDS. Die Anzahl der HIV- 
Infizierten belaiift sich damit insgesamt auf uber 42 
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Millionen (1) . Insgesamt sind heute mehr als 20 MiLlionen 
Mens chen an HIV/AIDS gestorben. Schatzungen gehen davon 
aus, dass ohne effektive Gegenmafinahmen im Jahr 2010 45 
Millionen Neuinfektionen zu erwarten sind und im Jahr 2020 
5 etwa 70 Millionen Tote (2) . 

Im Stand der Technik sind mehrere Therapien von Virus - 
erkrankungen wie HIV-Infektionen bzw. AIDS bekannt. Be- 
schrieben sind beispielsweise' Monotherapien mit Hemmern der 
10 Reverseri Transkriptase wie AZT, Kombinat ions therapien, 
p) insbesondere mit Reverse -Transkriptaseinhibitoren und 

Proteaseninhibitoren wie zum Beispiel AZT tind Nevirapin 
oder die Kombinationstherapie von antiretroviralen 
Substanzen mit Immunntodulatoren und anderen Substanzen .wie 
15 zum Beispiel Interferon, mterleukinen und/oder 
Thymostimulin. Diese Therapien ermoglichen es, den 
physiologischen Zustand des HlV-Inf izierten- zu . stabili- 
sieren. Eine Heilung im klassischen Sinne, das heifct die 
: Eliminierung des Virus, ist jedoch nicht moglich. Aus 
20 diesem Grunde gab es immer wieder Bestrebungen, neue und 
effektive pharmazeutische Mittel bereitzustellen, die als 
Prophylaxe bzw* Therapie die humorale bzw. zellulare 
Immunantwort in einem infizierten Organismus so aktivieren, 
® dass Viren neutralisiert bzwl abgetotet werden. 

25 Es ist dem Fachmann bekannt, dass er eine Immunisierung 
sowohl aktiv als auch passiv "herbeiftihren kann. Bei der 
kfinstlichen aktiven Immunisierung erfolgt eine Applikation* 
definierter Antigene, die zu einer aktiv erworbenen 
Immunitat durch die Bildung von Antik6rpern oder zellularer 
30 Immunitat fuhrt. Bei der passiven Immunisierung werden die 
Antikorper 9der die Immunzellen direkt appliziert, die zu 
einer passiv erworbenen Immunitat fuhren. Eine Joins tliche 
. aktive Immunisierung eines Organismus gegen Viren kann 
beispielsweise durch inaktivierte Viren, virale Proteine 
35 oder von Viren abgeleitete Peptide erfolgen, . die zum 



Beispiel neutralisierende Antikorper induzieren . 
Neutralisierende Antikdrper sind fur % verschiedene Virus- 
erkrahkungen beschrieben worden und konnen durch die Gabe 
bestimmter . Antigene, insbesondere Virusproteine im 
Organismus, induziert werden, Eine derartige Aktivierung 
bzw. Induktion einer Immunantwort nennt man Impfen. Dem 
Pachmann ist dies beispielsweise fur Irtipfstoffe gegen 
Influenza- Virus, Pockenvirus, Masernvirus und Poliovirus 
bekannt, Auch gegen porcine* endogene Retroviren (PERVs) 
konnten neutralisierende Antikorper induziert werden 
(Fiebig et al.« 2003), da allerdings kein /Tiermodell 
vorhanden ist, in dera sich PERVs vermehren, konnte die 
Wirksamkeit dieser Impf strategie nicht festgestellt werden, 
Zur Immunisierung wurde die vollstandige Ectodomane des 
transmembranen Httllproteins dieser Viren appliziert. Auf 
andere Viren - zum Beispiel HIV - ist v diese 
Immunisierungsstrategie, auch bei Verwendung analoger 
Hullproteine oder Bindungsstrukturen, nicht mit Erfolg 
tibertragbar , 

Zun&chst ging man bei der Bekampfung von HIV-Inf ektionen 
davon aus, dass durch die Gabe von abgeschwachten oder 
■ abgetoteten Viren, gegebenenfalls im Zusammenhang mit 
Zusatzstof fen, eine humorale - beispielsweise -fiber 
Antikorper bzw. eine zellul&re - beispielsweise tiber T- 
Zellen - Immunantwort im Organismus ausgelost werden kann. 
Die Versuche zur . Induktion einer Immunantwort uber die Gabe 
bzw, die Impfung mit einem abgetoteten oder abgeschwachten 
Virus bzw, mit Hullproteinen dieser wurden insbesondere 
kurz nach Bekanntwerden der Krankheit AIDS stark forciert, 
da mit dieser Technik bei anderen Virus-Krankheiten gute 
Resultate erzielbar waren, Es zeigte sich jedoch sehr 
schnell, dass es mit dieser Methode nicht moglich ist, eine 
gewunschte Antikorperantwort zu. induzieren, da die zum 
Testen verwendeten Viren auf Premdzellen wuchsen und .die 



AbstoSung dieser Viren auf zellularen Fremdantigenen in der 
Vi-rushulle bervihte. Insbesondere Ganzvirus-Vakzinen gegen 
HIV konnen neben zellularen Antigenen auch Strukturen ent- 
balten, die von dem Virus zur Hemmung des Immunsystems 
5 entwickelt wurden, wi'e itnmunsuppressive Domanen oder 
maskierende Kohlenhydrate, wodurch die entwickelten 
Impfstoffe hicht optimal wirken konnen. 

Es gibt derzeit keinen Impfstoff , der eine effektive Immun- 
10 antwort • gegen eine HIV-Infektion induzieren kann (3) . 
Generell kann man zwei Strategien zur Induktion einer 
Inimunantwort unterscheiden. Pept id- /Protein- Vakzine, aber 
auch DNA-Vakzine induzieren eine humorale Immunantwort (4) , 
das heiSt die Produktion von Antikorpem zum Schutz vor 
15 infektiosen Agenzien. Attenuierte Viren, aber auch DNA- und 
LipopeptidVakzine bewirken die Produktion von erreger- 
' spezif ischen Protein- /Pept idsequenzen innerhalb der Wirts- 
zellen, die dann als CTL-Epitope im MHC prasentiert werden 
(3,4), was zu einer zellularen Immunantwort vermittelt 
20 durch zytotoxische T-Lymphozyten fuhrt. Bis heute verweisen 
fflhrende Wissenschaftler darauf, dass nur ein Impfstoff, 
der in der Lage 1 ist, zytotoxische T-Zellen zu induzieren, 
fur die Pr&vefction einer HIV-Infektion geeignet sei (3) . 

25 Auch'wenn die Entwicklung der Suche nach einem Impfstoff in 
den letzten Jahren in diese Richtung ging, sind im Stand 
der Technik einige Versuche beschrieben, eine humorale Im- 
tmmantwort, das heifit eine Antikdrperbildung, zu indu- 
zieren. Dabei kommt es darauf an, nicht nur sogenannte 

30 bindende Antikorper, sondern neutralisierende Antikorper zu 
induzieren, d.h. AntikSrper, die' die Infektion verhindern 
• k6nnen. Dass prinzipell neutralisierende Antikdrper im 
Menschen und sogar in HIV-Inf izierten induziert werden 
kdnnen, zeigt ein im Jahre 1993 beschriebener humaner, 

35 monoklonaler Antikdrper (2F5) , der uber eine Zellkultur von 
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einem HIV-positiven Patienten gewonnen werden konnte. 
Dieser ■ Antikorper besitzt ein Virus-neutralisierendes 
Spektrum, das nahezu alle Subtypen von HIV umfasst; die 
Antikorper binden an ein Epitop,- das N-terminal des Trans- 
5 membrandurchganges des transmembranen Hiillproteins gp41 
lokalisiert ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Anti- 
korper mit dem Epitop ELDKWA interagieren . Daher lag es 
nahe, dieses Epitop in Form eines Peptides, bzw. eines modi- 
fizierten Peptides - zum Beispiel zyklisiert - in den Orga- 
10 nismus zu injizieren, urn eine Antikdrperantwort gegen das 
\ Epitop und demgemaS gegen das Virus auszulosen. So schlugen 

j. Tian et al. (2002) lineare Nonapeptide vor, die eine 
hone Affinitat zum AntikSrper 2F5 aufweisen. Nach 
Immunisierung mit unzahligen Formen und Modif ikationen des 
ELDRWA-Epitopes wurden jedocb immer nur bindende, aber 
niemals neutralisierende Antik6rper induziert. .In der 
Fachwelt herrscht weitestgehende Einigkeit, dass die 
induktion antiviraler neutral isierender AntikSrper kein 
erfolgversprechender Weg einer HIV-Pravention ist. 



15 



20 



25 



Weiterhin ist versucht worden, einzelne gp41 Epitope mit 
anderen Peptiden, zum Teil chemisch miteinander verbunden, 
zu injizieren, in der Annabme, dass die Anwesenheit weite- 
rer peptidartiger Strukturen zu einer aktiven Bildung neu- 
tralisierender Antikorper im brganismus funrt. Parker et 
al. (2001) schlugen beispielsweise vor, die injizierte Do-, 
mane des Peptides urn die flankierenden Bereiche im natur- 
lichen Zustand dieses Epitopes im.gp4l so zu erweitern, 
dass ein 16-Aminosaurepeptid entsteht, da dieses aufgrund 
30 der hoheren Komplexitat immunogener als ' das eigentliche 
. Epitop sein sollte. Ho (2002) vermutet, dass das native 
Epitop mehr eine p-turn-ahnliche als eine helikale 
Kbnformation aufweist und dass deshalb das Epitop dem 
lebenden Organismus als Impfstoff in Form einer p-tum.- 
35 ahnlichen Konf iguration bereitgestellt werden muss, urn ak- 
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tiv Antikorper zu produzieren. Aber auch derartige Versuche 
induzierten im lebenden • Organismus unter Laborbedingungen 
immer nur bindende Antikorper, niemals neutralisierende. 

5 Dass derartige neutralisierende Antikoper wie der 2F5- 
AntikSrper nicht nur zur Prevention geeignet sind, sondern 
auch fur eine Therapie, zeigten die Untersuchungen von 
Ferrantelli et al. (2003), die neutralisierende Antik&rper 
zur passiven Immunisierung verwendeten, wobei die Autoren 

10 neben 2F5 weitere Antikorper zur passiven Inraunisierung 
offenbarten, wie zum Beispiel lgGlbl2, 2G12 und 4E10. Die 
V3-Schleife des HIV-Oberflachenproteins gpl20 gilt aufgrund 
ihrer auSerordentlichen Immunogenitat als erfolgverspre- 
chendes Agens, urn neutralisierende AntikSrper zu induzieren 

15 und die neutralisierenden Antikorper lbl2 und 2G12 sind 
gegen gpl20 gerichtet. Andere Oberflachenproteine wie das 
. erwahnte gp41 gelten als wenig erfolgversprechend,. da die 
Fusion mit der Zielzelle Ober dieses Protein so schnell 
erfolgt, dass es einem Antikorper nicht mSglich ist, 

20 schnell genug mit diesem Protein zu. interagieren. Neben den 
fur die Therapie einsetzbaren neutralisierenden AntikSrpern 
wurde eine weitere Therapie entwickelt, die gegen gp41 
gerichtet ist. Dabei handelt es sich urn Peptide, die als 
sehr kleine Molekule effektiv mit den fur die Infektion 

25 s verantwort lichen Strukturen von gp41 interagieren konnen 
(Weiss et al. 2003). Eines dieser Peptide, T-20, •enthalt 
die bereits beschriebene ELDKWA-Sequenz . 

Ein wesentlicher Nachteil der dargestellteri Vakzinierungs- 
30 strategien, vor allem der gegen gpl20, besteht darin, dass 
die eingesetzten Vakzinen nicht in der Lage sind, die 
Entstehung neuer Virus varianten bzw. Modif ikationen im 
Lauf e der Viruserkrankung zu verhindern (Fluchtmutanten) . 
Die gegen das ursprungliche Virus gebildeten neutrali- 
35 sierenden Antik6rper sind nicht in der Lage, mit dem 
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rautierten Virus so zu interagieren, dass ein erfolgreicher 
praventiver Schutz pder eine effektive therapeutische 
Behandlung . des infizierten Organismus mSglich ist. 

5 Aufgabe der Erfindung war es daher, eine Vakzine 
herzustellen, die in Prevention, Diagnose und Therapie von 
viralen Erkrankungen, insbesondere retroviralen 

Erkrankungen eihgesetzt werden kann. 

10 Erf indungsgem&S wirddiese Aufgabe gelost durch die Bereit- 
stellung eines inimunogenen Konstruktes umfassend 
Aminosauresequenzen ausgew&hlt aus einem viralen 
transmembranes. Hullprotein, das mindestens uber einen 
Membrandurchgang mit der Virusmembran assoziiert. ist, 

15 mindestens eine . Fusionsdomane und mindestens zwei 
cx-helikale Strukturen umfasst, wobei die Aminosaurese- 
quenzen ausgewahlt sind aus 

(i) einem ersten Bereich des Proteins lokalisiert zwischen 
dem Membrandurchgang und einer ersten <x~helikalen 

20 Struktur sowie 

(ii) aus einem zweiten Bereich, lokalisiert zwischen der 
Fusionsdomane und einer zweiten a-helikalen Struktur 

o 

wobei die a-helikale Struktur, . der Membrandurchgang 
und/oder die Fusionsdomane ein Teil des immunogenen 
25 Konstruktes sein konnen 



und/oder das Konstrukt, die die jeweilige Aminosauresequenz 
codierende DNA umfasst. 

30 Uberraschend .wurde gefunden, dass ein immunogenes Kons- 
trukt, welches mindestens zwei Aminosauresequenzen umfasst, 
in einem Organismus neutralisierende Antikorper induzieren 



kann und so gegebenenfalls zusammen mit dem Fachmann 
bekannten Hilf setoff en als Vakzine eingesetzt werden kann. 
Ein immunogenes Konstrukt im Sinne der Erfindung ist jedes 
Mittel, das geeignet ist, neutralisierende Antikorper, zu 

5 induzieren. Durch eine solche Antikorperantwort werden 
Antik6rper itn Organismus bereitgestellt, die eine neutrali- 
sierende Wirkung auf Retroviren und andere Viren haben. 
Dnter Berucksichtigung der Komplexitat der beteiligten 
Mechanismen wird unter der Neutralisation eines Virus jeder 

10 Mechanismus verstanden, der in vivo bzw. in vitro Viren an 
der Infektion hindert und ihre Vermehrung im praventiven 
Sinne verhindert beziehungsweise im therapeutischen Sinne 
die weitere Vermehrung der Viren hemmt oder eine 
Kombinationstherapie effektiver werden lasst. Das heiSt, 

15 durch das erf indungsgemaBe Konstrukt wird das Immunsystem 
aktiviert und die Bildung neutralisierender antikorper 
induziert. vbrteilhafterweise sind die neutralisierenden 
Antikorper insbesondere gegen die viralen Strukturen 
gerichtet, durch die sie induziert wurden, wobei 

20 ' kreuzreagierende Antikorper erf indungsgemaS nicht 
ausgescnlossen sind. 

Es ist im Sinne der Erfindung beispielsweise moglich, das 
mit der Membran assoziierte . virale Protein bzw. 

25- transmembrane Hullprotein direkt aus einem Virus fur die 
weitere Verwendung zu gewinnen. Hierbei kann es sich 
beispielsweise insbesondere urn das virale Hullprotein gp41 
von HIV handeln. Hullproteine besitzen unter anderem einen 
Bestandteil, der in der Membran verankert ist und einen 

30 Bestandteil, der zumindest teil- und zeitweise nach aufien 
aus der Membran herausragt. Erf indungsgemaS stammen die 
ausgewahlten Aminosauresequenzen bevorzugt aus dem aus der 
Membran heraUsragenden Teil. Dieses transmembrane 
Hullprotein umfasst eine Ectodomane, einen Anker und einen 

35 zytoplasmatischen Teil, wobei die Ectodomane eine 
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Fusionsdomane, eine erste a-helikale Struktur, einen 
Cystein-loop und eine zweite a-helikale Struktur aufweist. 
C-terminal folgt nach der zweiten a-helikalen Struktur 
eine AnkerdomSne, die das transmembrane Hiillprotein gp41 in 
der Virusmembran verankert/ Die ausgewahlten 
Aminosauresequenzen, die z.B. DomSne, * "Peptide oder 
rekorabinante Proteine oder Pragmente hiervon sein konnen, 
k6nnen auf verschiedene Weise durch den Fachmann gewonnen 
werden, bevorzugt durch Peptidsynthese oder gentechnische 
Herstellungen. Selbstverstandlich ist auch mSglich nicht 
die Aminosauresequenzen zu verwenden, sondern die sie 
codierende DNA, Beispielsweise kann die DNA in einen Vektor 
verpackt werden. In den Zellen wird dann die entsprechende 
Aminosauresequenz codiert. Derartige Verfahren sind dem 
Fachmann aus der Gentherapie bekannt. 

ErfindungsgemaS wird beispielsweise bei gp41 von HIV H- 
terminal ein t Bereich, der auch als Peptidabschnitt 
bezeichnet werden kann, zwischen der Fusionsdomane und der 
20 ersten a-helikalen Struktur ausgewahlt. Ein zweites Peptid 
wird aus dejn Bereich zwischen der Membran und einer dieser 
zugewandten a-helikalen Struktur ausgewahlt. Im Sinne der 
Erfindung heifit zwischen zwei Bereiche auswcLhlen, dass die 
flankierenden Bereiche wie z. B. Membrandurchgang, 
25 a-helikalen Struktur und/oder Fusionsdomane zumindest 
teilweise Bestandteile des ausgewahlten Abschnitts sein 
konnen. Das hei&t, ein Aminosciuresequenz, die im Sinne der 
Erfindung zwischen . dem ' Membrandurchgang und einer 
a-helikalen Struktur und zwischen einer Fusionsdomane und 
30 der gleichen oder einer anderen a-helikalen Struktur. 
ausgewahlt wurde, kann Bereiche des Membrandurchgangs , der 
Fusonsdomane und/oder der a-helikalen Struktur oder 
- Strukturen teilweise oder vollstandig umfassen. 
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Der Begriff der der Membran zugewandten a-helikalen 
Struktur beschreibt nicht die Ausrichtung dieser 
a-helikalen Struktur, sondern lediglich das Verbal tnis der 
mindestens zwei a-helikalen Struktur en zur Membran; die 
5' der Membran zugewandte a-helikale Struktur besitzt eine 
geringere raumliche Distanz zur Membran, sofern das 
Hullprotein als lineare nicht gefaltete Struktur 
dargestellt oder angenommen wird. Demgemas liegt die 
zugewandte Struktur raumlich' naher am Membrandurchgang des 
10 linear gedachten Hullproteins. Selbstverstandlich ist es 
(?) mogiich, dass durch naturliche oder artifizielle Faltungs- 

vorgange die Position einzelner JBestandteile des Hullpro- 
teins geandert wird, 

15 Die aus dem Hiillprotein ausgewahlten Aminosauresequenzen, 
z.B. Peptide oder Proteindomanen, die den a-helikalen 
Strukturen entsprechen, konnen aus dem Gesamtprotein ent- 
nommen werden bzw. nachdem ihre naturliche Sequenzabfolge 
bekannt ist, synthetisch bzw. gentechnisch gewonnen werden. 

20 Die .so erhaltenen Peptide, rekombinante oder virale 
Proteine werden als immunogenes Konstrukt verwendet, indem 
sie in einen Organismus appliziert werden. Die GrSSe der 
ausgewahlten Aminosauresequenzen kann der Fachmann durch 
Routineversuche, indem er ' z.B. die Antikozperproduktion 

25 oder -antwort misst, bestimmen. 

• Erfindungswesentlich ist, dass aus dem Bereich einer Ecto- 
domane eines insbesondere transmembranen Hullproteins eines 
Virus zwei Aminosauresequenzen ausgewahlt werden, wobei die 

30 erste Aminosauresequenz aus dem Bereich zwischen 
Fusionsdomine und einer hieran* f lankierenden oder raumlich 
versetzten f olgenden a-helikalen Struktur * und die zweite 
Aminosauresequenz aus dem Bereich zwischen der Membran des 
Virus und der nachsten a-helikalen Struktur ausgewahlt 

35 wird, Nach diesen Aminosauresequenzen werden synthetische 
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Peptide, rekombinante Proteine hergestellt bzw. eine DNA, 
die diese Aminosauresequenzen codiert. Die Auswahl kann 
hierbei so erfolgen, dass die AminosSuresequenzen noch 
Bereiche der a-helikalen Struktur bzw. der Ankers truktur, 
5 die das Hiillprotein tnit der Membran verankert, umfassen. 

SelbstverstSndlich konnen neben detn HIV auch aus alien an- 
deren umhailten Viren einschlieSlich der Retroviren 
erf indungsgem&Se immunogene '■ Koiistrukte gewonnen werden, 

10 weiterhin bevorzugt sind: FeLV, MuLV, BIV, CAEV f EIAV1, 
Q • fiv, OMW # SIVmac, SIVcpz, VILV, RSV, ALV, JSRV, SMRV, SRV, 

GALV, BLV, HTLV-1, HTLV-2, Marburg Virus, Ebola, SARS- 
Virus, Influenza- Virus, Masernvirus , Mumpsvirus und/oder 
HPV-1. Alle so gewonnenen AminosSuresequenzen, Peptide oder 

15 rekombinante Proteine oder virale Proteine kopnen als 
iramunogenes Konstrukt verwendet werden, um neutralis.ierehde 
Antikorper gegen diese Viren zu gerierieren, wobei erf in- 
dungsgemafi nicht ausgeschlossen werden kann, dass es zu 
Kreuzreaktivitaten kommt, so dass beispielsweise ein immu- 

20 • nogenes Konstrukt, welches zum Beispiel aus MuLV oder 
vollstandig artifiziell gewonnen 'wird, auch eine. Wirkung 
gegen zum Beispiel HIV oder FeLV zeigen kann.. Bevorzugt 1st 
es jedoch, dass die durch das immunogene Konstrukt indu- 
O zierten neutralisierenden Antikorper gegen die Viren 

25 gerichtet sind, aus denen die jeweiligen Peptide gewonnen 
werden. Die immunogenen Kosntrukte konnen auch rekotnbinante 
proteine sein, die aus Teilen des transmembrane!! t 
Hiillproteins eines Virus und den zwei erf inuiigsgema&en 
Domanen eines anderen Virus bestehen/ sogenannte Hybride. 

30 Des Weiteren wird fiir die Immunisierung auch DNA verwandt, 
die diesen Peptiden oder rekombinanten Proteinen dieser 
Viren entspricht. Auch eine Kombination zwischen DNA- 
Immuiiisierung und nachfolgender immunisierung mit Peptiden 
oder rekombinanten Proteinen oder in Mehrfachabfolge ist 

35 bevorzugt. Die neutralisierende wirkung der Antikorper au£ 
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umhullte Viren einschliesslich der Retroviren in Hinsicht 
auf ihr prophylaktisches Potential zeigt sich zum Beispiel 
als Inhibition der Virusinfektion, als Inhibition der 
Syncytiumbildung, als Inhibition der Fusion zwischen Virus 

5 und Targe tmembran, als Verminderung oder Stabilisierung der 
Vermehrungsrate der Viren in einem Organismus oder anders. 
Die neutralisierende Wirkung in Hinsicht auf ihre 
the^apeutische Wirkung kann beispielsweise darin bestehen, 
dass durch die Induktion oder Applikation der Antikorper 

10 beispielsweise als • erwunschter Nebenef f ekt bestimmte 
antivirale v Medikamente besser wirken oder durch 
Verminderung der Dos is die Anzahl der Nebenwirkungen dieser 
Medikamente reduziert wird. Das heiSt, die Wirkung der 
Antikorper ira Sinne • der Erfindung ist nicht auf eine 

!5 Eliminierung der Viren beschrankt, sondern umfasst das 
• gesamte Spektrura vorteilhafter Wirkungen in einer Therapie 
bzw. Prophylaxe. 

Die mindestens zwei Peptide oder rekotnbinanten Proteine 

20 oder deren entsprechende DNA konnen fiir sich allein oder in 
Kombination gegebenenf alls mit anderen Antigenen, die von 
Interesse sind, verwendet werden. Beispielsweise konnen sie 
mit anderen Antigenen als physikalische Mischungen oder 
miteinander chemisch gebunden mit oder ohne Spacermolekiil 

25 verwendet werden. Selbstverstandlich ist es auch moglich, 
dass die beiden erf indungsgem&Sen Peptide oder 

rekombinanten Proteine miteinander chemisch m oder physi- 
kalisch verbunden werden. Es ist auch moglich, die Peptide 
mit Tragerpeptiden, .Proteinen pder TrSgersubstanzen zu 

30 koppeln. Hierbei kann es sich beispielsweise um Albumine, 
das KLH f das MAP und andere Proteine handeln, die dem 
Fachraann fur ihr immunogenes Vermogen bekannt sind; als 
Tragersubstanzen sind weiterhin bevorzugt Thyroglobulin 
oder BSA. Diese Proteine konnen durch Nicht -Peptidbindungen 

35 gebunden werden, wie zum Beispiel iiber eine Disulf idbrucke 



13 



oder Bindungen durch Kalzium-Ionen, aber es ist ebenso mog- 
lich, dass sie fiber eine Peptidbindung miteinander ver- 
bunden werden. Die Peptide konnen selbstverstandlich 
Substitutions-, Deletions- und Additionsanaloge der erfin- 
5 dungsgemaEen Peptide sein. ^ 

ErfindungsgemaS kann es sich bei den Viren urn samtliche 
Viren handeln, die eine Membran aufweisen, mit der Hullpro- 
teine bzw. ahnliche Strukturen assoziiert sind, wobei diese 
ia Strukturen zumindest eine Ectodomane aufweisen nriissen, die 
eine Fusionsdomane und/oder eine a-helikale Struktur ent- 
halt. Bei der Membran der Viren kann es sich urn jede Struk- 
tur, die Lipide umfasst, handeln, sofern diese es ermog- 
licht, mit Proteinen eine Verbindung eihzugehen. 

15 

Das Einbringen des immunogenen Konstruktes in eine.n Orga- 
nismus kann erf indungsgemaS auf jede Art und .Weise ge- 
schehen, die es ermoglicht, dass das Immunsystem so mit dem 
Konstrukt in Kontakt gebracht wird, dass eine Antikdrper- 

20 antwort induziert wird. Dies .kann beispielsweise dadurch 
erfolgen, dass . das immunogene Konstrukt oral oder rektal, 
enteral bzw. parenteral, aufgenommen wird oder in den 
K6rper direkt - zum Beispiel in ausgewahlte Organe wie zum. 
Beispiel die Milz oder ' in Blutgefafie - injiziert wird 

25 Bevorzugt ist • weiterhin die Schluckimpfung oder die Impfung 
durch injektion. Bevorzugte Injektionen sind die. intra- 
dermale, subkutane, intramuskulare oder intravenose 
injektion. Selbstverstandlich ist es auch mSglich, das im- 
munogene Konstrukt als Aerosol bereitzustellen, welches von 

30 • dem • Organismus, bevorzugt einem humanen Patienten, inha- 
liert wird. So ist zum Beispiel in der DE 198 51 282 Al ein 
Verfahren zum Aufbringen von Antigenen auf schleimhaute 
beschrieben, welches in den Of fenbarungsgehalt der vorlie- 
genden Erfindung mit aufgenommen ist . Weitere Applikationen 

35 werden im Folgenden im Zusammenhang mit dem erfindungs- 
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gemaSen Verfahren dargestellt. Die Application der fur die 
Itnmunisierung verwendeten DNA geschieht z.B. mit Hilfe 
sogenannter Impf pistolen, . die die DNA mittels Goldkugeln in 
die Haut einbringen oder mittels Spritzen, die die DNA 
5 unter die Haut oder in den Muskel einbringen konnen. 

Es tturde uberraschend gefunden, dass das Zusaramenwirken von 
mindestens zwei Aminosauresequenzen,. z.B. zwei Peptiden 
oder rekombinanten Proteineri - die Teile yon definierten 
10 Domanen sind und zwischen anderen definierten- Domanen 
/T) positioniert sind - aus einem Hiillprotein eines Virus als 

einfaches und effektiv bereitzustellendes Immunogen 
verwendet werden konnen, Durch das Zusammenwirken der 
beiden Peptide oder rekorabinanten Proteine bzw. der 
15 entsprechenden DNA wird zumindest . ein Epitop dera 
Immunsystera so effektiv prasentiert, dass neutralisierende 
Antikorper * gegen Viren generiert werden. 

Das erf indungsgemafie Konstrukt ist in dem Sinne 
20 artifiziell, dass es kein natiirlicher Weise .vorkommendes 
vollstSndiges Hullprotein darstellt, d. h. die natiirlichen 
vollstandigen Hullproteine sind nicht durch die 
erf indungsgemafie Lehre umfasst, 1m einfachsten Fall besteht 
® das Konstrukt aus zwei Aminosauresequenzen, die nicht 

25 chemisch oder anders miteinander. verbunden sind. Es kann 
jedoch .vorteilhaft sein f .wenn die Aminosauresequenzen 
direkt oder uber einen Linker oder einen Trager miteinander 
assoziiert vorliegen. Weiterhin ist es bevorzugt, dass die 
ausgewahlte Aminosauresequenzen aus einem Hullproteinen in 
30 ein » anderes virales Hfillprotein oder Fragmente hiervon 
durch Addition oder Substitution oder andere, dem Fachmann 
bekannte Methoden eingebracht werden. DemgemaS kann der 
Trager der ausgewShlten Aminosauresequenzen eines Virus das 
transmembrane Hullprotein eines anderen Virus sein. 

35 



15 

Um die protective oder therapeutische Wirkung der 
erfindungsgemafien Peptide oder rekombinanten Proteine, das 
heiSt im Wesentlichen die Induktion von neutralisierenden 
Antikorpern zu erhohen, konnen dem immunogenen Konstrukt 
bzw. alien Mitteln f die aus diesem hergestellt werden 
k6nnen, insbesondere dem Impfstoff, der Vakzine, 
Adjuvantien zugesetzt werden.. Bekannte Adjuvantien fur 
Humanvakzinen sind zum Beispiel Aluminiums alze wie 
Aluminiumhydroxid oder Alvimiriiumphosphat . Aluminiumhydroxid 
ist Bestandteil zahlreicher inaktivierter oder Subunit- 
Vakzinen unter anderem bei Hepatitis-B-Virusimpf stof f en und 
daher dem Fachmann gut bekannt. Weitere bekannte 
Adjuvantien sind beispielsweise MF 59 im Fluad. Im Sinne 
der Erfindung ist- aber jede Substanz, die bei 
gleichzeitiger, zeitnaher oder zeitversetzter Verabreichung 
mit den erf indungsgemaSen Peptiden eine spezifische 
Immunantwort gegen diese ermoglicht, verstarkt oder 
modifiziert ein Adjuvanz im Sinne der Erfindung. So kann 
beispielsweise die Coapplikation von Ei -Albumin in 
komplettem Freund'schen Adjuvanz unter Umstanden eine 
gesteigerte Ausbildung einer zellvermittelten Immunitat 
hervorrufen und somit die Wirkung neutralisierender 
Antikdrper unterstutzen. Weitere Adjuvantien von Interesse 
sind zum Beispiel Saponine, wie zum Beispiel QS 21, 
Muramyldipeptid, Muramyitripeptid und Verbindungen mit 
einem Muramylpeptidkern> Proteine wie : zum Beispiel 
Gammainterferon und TNF oder Phosphatdibylcholin, Squalen 
bzw. die dem Fachmann bekannten Polyole. Dasselbe trifft 
fur die fur die Immunisierung verwendete DNA zu. Auch hier 
k6nnen DNA, die selbst eine immunstimulatorische 
Eigenschaf t haben, oder ein ' Protein mit Adjuvanzef f ekt 
darunter auch' Zytokine kodieren, parallel oder in einem 
Konstrukt appliziert werden. 
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Itn Folgenden sollen einige Begrif fe im Zusammenhang mit der 
erf indungsgemaSen Lehre erlautert und definiert werden: 

Der Begrif f Antigen bezeichnet wie hierin verwendet eine . 

* 5 Verbindung, die ein oder mehrere Domanen enthalt, gegen die • 
eine Immunantwort erwunscht sind. Die Bindungsorte der 
Antikorper in ■ diesen Domanen werden' Epitope genannt. 
Komplexe Mischungen von Antigenen sind in dieser Definition 
ebenfalls umfasst, wie zum Beispiel abgetotete Zellen, 

10 Bakterien oder Viren bzw. Praktionen hiervon, jeweiis in 
Verbindung mit den erfindungsgemafien Peptiden, 
rekombinanten Proteinen oder der zur Immunisierung 
verwendeten DNA. 

15 Der Begriff Beimischen bezeichnet wie hierin verwendet den 
Zusatz eines Exzepienten zu den erf indungsgemaBen 
Peptiden, rekombinanten Proteinen, komplexen Mischinagen 
tmd/oder Adjuvanz von Interesse wie zum Beispiel durch 
Mischung von trockenen Reagenzien oder Mischung eines 

20 trockenen Reelgens mit einem Reagens in L5sung oder 
Suspension, oder Mischungen wassriger Formulierungen von 
Reagenzien. 

O Der Begriff Exzipient bezeichnet wie hierin verwendet einen 

25 einer pharmazeutischen Zusammensetzung zugesetzten, nicht 
therapeutischen TrSger, der pharmazeutisch annehtnbar, das 
heiBt fur Rezipienten bei angewendeteh Dosierungen und Kon- 
zentrationen nicht toxisch ist. Geeignete Exzipienten und 
ihre Formulierungen sind dem Fachmann bekannt, beispiels- 
30 weise aus Remington's pharmaceutical science, 16. Auflage, 
1980. 

Vakzine bezieht sich wie hierin verwendet auf eine Formu- 
lierung der erf indungsgemaSen Peptide oder rekombinanten 
35 Proteine oder der zur Immunisierung verwendbaren DNA, 
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gegebenenfalls in Kombination mit einem anderen Antigen 
oder einer anderen DNA,- von der beabsichtigt ist, eine 
prophylaktische, therapeutische oder diagnostische Reaktion 
in oder auSerhalb eines Wirts bereitzustellen, wenn der 
5 Wirt den Antigenen ausgesetzt wird. Beispielhafte Vakzinen 
umfassen Vakzinen gegen Krankheiten wie HIV/ AIDS, SARS, 
FeLV und andere. 

Der Ausdruck therapeutische' Menge. bezeichnet wie hierin 
10 verwendet eine Menge, dieSymptome einer StSrung oder res- 
ponsiven, pathologisch physiologischen Kondition verhindert 
oder verbessert. In bestimmten Ausfuhrungsformen der vor- 
liegenden Erfindung ist die verabifeichte Menge ausreichend, 
eine Immunantwort auszulosen, die im Wesentlichen die 
15 Infektion oder Ausbreitung eiries infektiosen Agens - wie 
SARS, HIV' oder FeLV - im Rezipienten • verhindert oderjaemmt. 

Die einen Gesunden im Falle der Prophylaxe bzw. an einen 
Patienten im Falle der Therapie zu verwendende Menge an 

20 immunogenem Konstrukt wird formuliert und die Dosis gemaS 
xiblicher medizinischer Praxis festgesetzt, wobei die zu 
behandelnde Storung, der Zustand des einzelnen Patienten, 
die Verabreichungsstelle, das Verabreichungsverf ahren und 
andere, den behandelnden Arzten bekannte Faktoren 

25 berucksichtigt werden. In ahnlicher Weise hangt die Dosis 
der verabreichten Vakzinen von den Eigenschaf ten des 
verwendeten Antigens ab r das von dem Immunogen, 
beispielsweise von dessen Bindungsaktivitat und in vivo 
Halbwertszeit im Plasma wie auch von der Konzentration des 

30 Antigens in der Formulierung, dem Verabreichungsweg, der 
S telle und der Rate der Dosierung, der klinischen Toleranz 
des jeweiligen Individuums (Mensch und Tier), der 
pathologischen Af fektion des Patienten und dergleichen, wie 
es Arzten bzw. anderen Fachleuten bekannt ist. Im 

.35 Allgemeinen werden Dosierungen von etwa 0,1 bis 1000 mg pro 
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Individuum und Verabreichung bevorzugt. Es konnen wahrend 
einer Abfolge aufeinander folgender Impfungen auch 
unterschiedliche Dosierungen eingesetzt werden; der 
behandelnde Arzt kann eine erste Impfung verabreichen und 
dann mit relativ geringen Dosen an Adjuvantien auffrischen 
(boosten); bier sind die MSglichkeiten Protein-Protein, 
Peptid-Peptid, Protein- Pept id oder umgekehrt, DNA- 
Protein/Peptid bevorzugt. Es wird weiterbin auf die 
folgenden Ausfuhrungen zum erf indungsgemaSen Verfabren 
verwiesen. 

Es ist zum Beispiel vorgesehen, dass Injektionen ( intra - 
muskular oder subkutan oder in die BlutgefaSe) ein bevor- 
zugter Weg fur die tberapeutische Verabreichung der Vak- 
zinen, beispielsweise der eingekapeelten oder an Trager ge- 
bundenen Vakzinen, sind, obgleich die Zufuhr als Aerosol, 
uber Katbeter oder chirurgische Schlaucbe auch angewendet 
werden kann. Alternative Wege umfassen Suspensionen, 
Tabletten, Kapseln und dergleichen fur die orale Verab- 
reichung, im Handel erhaltliche Vemebler fur flussige For- 
mulierungen und Inbalationen von lyophilisierten oder 
aerolysierten Verbindungen und Suppositorien fur rektale 
oder vaginale Verabreichung. Flussige Formulierungen k6nnen 
beispielsweise aus Pulverformulierungen angewendet werden. 
Ffitr- die propbylaktische Immunisierung sind Injektionen der 
Proteine, . Peptide und DMA vorgesehen. Die Eignung der 
gewahlten Irapf parameter, zum Beispiel Dosis, Schema, 
Adjuvanzwahl und dergleichen kann durch Entnahme von Serum- 
Aliquoten aus dem Patienten - das heifit dem Mensch oder dem 
Tier - und Testen aUf . Antikdrper titer im Verlauf des 
Immunisierungsprotokolls bestimmt werden. Alternativ und 
. begleitend dazu kann die . Menge von T-Zellen oder anderen 
Zellen des Immunsystems auf herkommliche Weise' bestimmt 
werden, urn einen Gesamtuberblick uber die immunologische 
Konstitution des Patienten zu erhalten. Zusatzlich kann der 
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klinische Zustand des Patienten auf die gewunschte Wirkung, 
zum Beispiel die antiinfektiose Wirkung bin beobachtet 
werden. Da beispielsweise HIV oder andere • Erkrankungen mit 
weiteren Infektionen assoziiert sein k6nnen, ist es auch 
5 moglich, diese zusatzlich rait zu verfolgen. Wenn un- 
zureichende Immunisierung erzielt wird, dann kann der Pa- 
tient mit weiteren Impfungen geboostet und die Impfpara- 
meter in einer Weise modifiziert werden, von der eine Ver- 
besserung der Immunantwort efcwartet werden kann, bevorzugt 
10 eine Erhohung der Peptid- oder Antigen- und/oder Adjuvanz- 
menge, Komplexierung der Peptide mit einem Tr&ger oder 
dessen Konjugation an ein immunogenes Protein oder Vari- 
ierung des Verabreichungsweges . 

15 Im Allgemeinen konnen sowohl wassrige Formuliemng als auch 
trockene Peptide oder Adjuvantien mit einem Exzipienten 
vermengt werden, urn fQr eine stabilisierende Wirkung vor 
der Behandlung beispielsweise mit einem. Losungsmittel zu 
sorgen. Eine wassrige Losung eines Peptides kann ein Peptid 

20 in Suspension oder eine Losung sein. 

Das erfindungsgemafce rekombinante Protein, das DNA- 
Konstrukt und/oder das Peptid kann in einer Losung mit 
einem Konservierungsmittel eingebracht sein. Beispiele fur 

25 geeignete Konservierungsmittel der Suspension bzw. Losungen 
umfassen Phenol, Benzylalkohol , m-Kresol, Metylparaben, 
Propylparaben, Benzalkoniumchlorid und Benzethoniumchlorid. 
Im Allgemeinen konnen die Formulierungen der Peptide bzw. 
der Antigenkonstrukte Komponente in Mengen enthalten, die 

30 der Herstellung stabiler Formen nicht abtraglich sind und 
Mengen, die fur wirksame, sichere pharmazeutische Verab- 
reichungen geeignet sind. Beispielsweise konnen andere 
pharmazeutisch 1 annehmbare, dem Fachkundigen bekannte Exzi- 
pienten einen Teil der erfindungsgemaSen Vakzinen oder 

35 Formulierungen bilden. Diese umfassen beispielsweise Salze, 
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verschiedene F&ller, zusatzliche Puf feragenzien, Chelat- 
bildner, Antioxydanzien, Co-L6sungsmittel und dergleichen. 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form der Erf indung ist das 
immunogene Konstrukt mit einer liposomalen Formulierung as- 
soziiert. Dies kann beispielsweise sfe erfolgen, dass das 
itnmunogene Konstrukt in einem Liposom eingeschlossen oder 
aiif der Liposomenoberf l^che verankert vorliegt. Dem Fach- 
mann ist bekannt, dass kunstliche bzw. naturliche Membranen 
von Liposomen eine immunstimulierende Wirkung haben konnen, 
insbesondere dann, wenn die antigenen Komponenten auf die 
Oberflache der Lijjbsomen gekoppelt werden oder im Inneren 
der Liposomen eingeschlossen sind oder einfach nur mit den 
Liposomen zusammen vermischt werden. Bevorzugt ist, dass 
die immunstimulierende Wirkung erhoht wird, indem die 
Liposomen mit transmetnbranen oder fusiogenen Glycoproteinen 
"gespiked" sind. Derartige Formulierungen von Liposomen 
konnen parentral appliziert werden. Es ist moglich, der- 
artige Formulierungen mit bekannten Methoden, wie zum Bei- 
spiel einem Spray, nasal auf die Schleimhaute der Nasen- 
hohlen zu applizieren. Eine mit dem Spray induzierbare 
mukosale Immunantwort ist bevorzugt fur die Behandlung von 
SARS geeignet. Insbesondere bei der nasalen Verabreichung 
muss die antigene Komponente bzw. das immunogene Konstrukt 
in einem solchen Zustand auf die Schleimhaut aufgetragen 
werden, das es in der Lage ist, die Schleimhaut zu Surch- 
dringen oder durch diese absorbiert zu werden. Daher muss 
das Vesikel mit dem Schleim biokompatibel sein unci ein 
gewieses MaS an Hydrophilie aufweisen." Dem Fachmann sind 
derartige Strukturen beispielsweise aus der EP 0682528 be- 
kannt, deren Lehre mit in den Of fenbarungsgehalt der Erf in- 
dung aufgenommen ist. Die' liposomale zusammensetzung kann 
einen oder mehrere zusatzliche pharmazeutische Trager um- 
fassen, die ausgewShlt sind aus oberf lachenaktiven Stoffen 
und Absorptionsforderern wie zum Beispiel Polyoxyethylen- 
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alkoholethern, Gallensalzen und deren Derivaten r Fusidin- 
saure • und deren Derivaten, Oleinsaure, Lecithin, 
Lysolecithinen, Tween® 21 bis 85, usw. , wasserabsorbieren- 
den Polymeren wie zum Beispiel Glycofurol, Polyethylen- 
5 glycol 200 bis 7500, Polyvinylpyrrolidon, Propylenglycol 
Oder Polyafcrylsiure, Gelatine, Cellulose und Derivaten 
usw. ; Substanzen, welche den enzymatischen Abbau hemmen, 
wie zum Beispiel Aprotinin usw. ; organischen Losungsmitteln 
wie zum Beispiel Alkoholen, zum Beispiel Ethanol, Glycerol, 

10 Benzylalkohol usw.; Oder Ethylacetat usw.; hydrophoben 
Mitteln wie zum Beispiel pflanzlichem 01, Sojabohnenol, 
Erdnussol, Kokpsnussol, Maisoi; Olivenol, Sonnenblumenol , 
"Miglyolen" oder deren Mischungen usw.; pH-regulierenden 
Mitteln wie zum Beispiel SalpetersSure , Phosphorsaure, 

15 Essigsaure, Citraten usw.; Konservierungsmitteln und den 
osmotischen Druck regulierenden Mitteln wie zum Beispiel 
Glycerol, Natriumchlorid, Methylparaoxybenzoat , Benzoesaure 
usw.; Liposomen- und/oder Emulsionsformulierungen wie zum 
• Beispiel Lecithinen usw. ; mikroverkapselten Formulierungen; 

20 Treibmitteln wie zum Beispiel Butan. ' 

Bevorzugt ist es in einer weiteren Ausfuhrungsform der 
Erfindung, dass die Peptidabschnitte gegebenenfalls mitein- 
ander assoziiert oder mit einem Trager verbunden in Lipo- 

25 somen eingeschlossen sind, wobei der Einschluss in Lipo- 
somen im Siiuie der. Erfindung nicht zwingend bedeuten" muss, 
dass die Peptide im Inneren der Liposomen vorliegen, ein 
Einschluss im Sinne der Erfindung kann auch bedeuten, dass 
die Peptide mit der Membran der Liposomen assoziiert sind, 

30 beispielsweise so, dass diese auf der SuSeren Membran ver- 
ankert sind. Eine solche Darstellung der erf indungsgemaSen 
Peptide in oder auf den Liposomen ist vorteilhaft, wenn der 
Fachmann die Liposomen so auswahlt, dass sie eine immun- 
stimulierende Wirkung haben. Dem Fachmann sind aus der 

35 DE 198 51 282 verschiedene Moglichkeiten bekannt, die im- 
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munstimulierende Wirkung von Liposomen zu modif izieren. Bei 
den Lipiden kann es sich um einfache Lipide handeln, wie 
beispielsweise Ester und Amide oder um komplexe Lipide wie 
znm Beispiel um Glycolipide wie Cerebroside oder Ganglio- 
5 side, um Sphingolipide oder um Phospholipide . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erf indung ist die 
erste helikale Struktur eine C-terminale Helix und die 
zweite a-helikale Struktur ist eine N-terminale Helix des 
10 viralen Hiillproteins. Sofern zur Generierung eines immuno- 
Q genen Konstruktes beispielsweise gp4i des HIV gewahlt wird, 

kann der Fachmann bevorzugt einen Bereich zwischen der Fu- 
sionsdomane und der N-terminalen Helix und einen Bereich 
zwischen dem Transmembrandurchgang und der C-t'erminalen 

15 helikalen Struktur wahlen, wobei die Fusionsdomane, der 
Bereich des Transmembrandurchganges und/odei: die 
a-helikale Struktur, sofem es sich um eine handelt, oder 
die a-helikale Strukturen an dem immunogenen Konstrukt 
gaixz oder teilweise beteiligt sein kdnnen. Sofern die 

20 erfindungsgemaBen Peptide aus Hl-Viren gewonnen werden, 
handelt- es sich bevorzugt um Peptide oder rekombinante 
Proteine oder DNA, die den Aminosauren 519 bis 546 (N- 
terminale Sequenz) und. 656 bis 683 (C-terminale Sequenz) 
® des HIV-1 Referenz Genoms (NCBI Datenbank: K03455, HIV .HXB2 

25 CG) entsprechen, . oder Fragmenten bzw. Untereinheiten 
hiervon, die funktionsanalog zu den oben genannten-.DomSnen 
sind, das heiSt, die in der Lage sind, neutralisierende 
AntikSrper zu induzieren und im besonders bevorzugten Falle 
einen Infektionsschutz hervorzurufen. Dem Fachmann ist 

30 selbstverstandlich bekannt, dass aufgrund der Variabilitat 
bei unterschiedlichen Subtypen von HIV-1 Sequenzvariationen 
innerhalb diesezr Sequenzen vorliegen; derartige Sequenz- 
variationen sind von der Erf indung mit erf asst. Dies trifft 
auch fiir Teilsequenzen der Konsensus sequenzen 519 bis 546 

35 und 656 bis' 683 zu einschlieSlich chemischer Modif ikationen 



23 

"i. 



einzelner Aminosauren, der Verknupfung der Sequenzen 
tels Linker und Sequenzen mit zusatzlichen angefugten 
nosauren zum Zwecke der Mvatimerisierung der Sequenzen. 

Bevorzugte N-terminale Sequenzen sind:^ 

FLGFLGAAGSTMGAAS ITLTVQARQLLS 
•FLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLS 
FLGFLGAAGSTMGAASLTLTVQARQLLS ' 
LLGFLGAAGS TMGAAS ITLTVQARQLLS 
FLGFLGAAGSTMGAAS ITLTVQVRQLLS 
FLGVLSAAGSTMGAAATALTVQTHTLMK 

Bevorzugte C-terminale Sequenzen sind: 
15 

IffiQDLLAnDKWASLWWWFDITNWLWYIK 

IffiQDLLAIiDKWANLWNWFp ISITOLV^IK 

NEQDLLALDKWANLWNWFD ITNWLWYIR 
• NEQELLELDKWASLWNWFD ITNWLWYIK 
20 NEKDLLALDSWQNLVmWFDITlSMLWYIK 

NEQELLELDKWASLWNWFS ITQWLWYIK 

NEQEIJ^ALDKWASLWNWFDISNWLWYIK 

NEQDLLALDKWDNLWSWFS ITNWLWYIK 
^) NEQDLLALDKWASLWNWFDITKWLWYIK 
25 " NEQDLLALDKWASLWNWFS ITNWLWYIK 

NEKKLLELDEWAS IWNWLDITKWLWYIK 

Abkiirzvmgen: Ein BuchstabenCode fur Aminosauren: 

.30 

A Alan in 
. c Cystein 
D Asparaginsaure 
E " Glutamins&ure 
35 F Phenylalanin 
G Glycin 
H Histidin 
I isoleucin 
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K 


Lysin 


L 


Leucin 


M 


Methionin 


N 


Asparagin 


P 


Prolin 


Q 


Glutamin 


R- 


Arginin 


S 


Serin 


T 


Threonin 


V 


Valin 


W 


Tryptophan 


y 


Tyrosin 



ErfindungsgemaS wird jeweils aus der Gruppe der N-termina- 
len Sequenzen und der C-terminalen Sequenzen ein Peptid 
ausgewahlt, wobei durch die Kombination von mindestens zwei 
Sequenzen das erfindungsgemaSe immunogene Konstrukt bereit- 
gestellt werden kann. Es kann auch als rekorobinantes 
Protein oder DNA (Vakzin, Impfstoff) appliziert werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
ist der impfstoff (Vakzin) ein Fragment aus Hfillproteinen, 
ausgewahlt aus der Gruppe umfassend GP2, gp20 r gp21, gp30, 
gp36, gp37, gp40, gp41, gp45, gplSO, pl5E, E2, HA2 und/oder 
F2. Die Zuordnung dieser zu einzelnen Viren ist im 
Folgenden dargestellt: 

Iii einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind die 
jeweils mindestens zwei Peptidabschnitte, rekombinante 
Proteine oder entsprechende DNA ausgewahlt aus der Gruppe 
umfassend (wobei N fur N-terminale Sequenzen und C fur C- 
terminale Sequenzen* steht) : 

N: AVGLAIFLLVLAIMAITSSIjVAATTLVNQHTTAKV 
C : SLSDTQDTFGLETSIFDHL VQLFDWTSWKDWIK , 

bevorzugt bei BIV (transmembranes Protein gp40) ; 
N: GVGLVIMLVIMAIVAAAGASLGVANAIQQSYTKAAVQTLAN 
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AMTQIiMEQAIWIPEVWESLKDVFDWSGWFSWLKYI , 

bevorzugt bei CAEV( transmembranes Protein); 

FGISAIVAAIVAATAIARSATMSYVALTEVl^MEVQNH 

LAQSMITFNTPDS IAQFGKDLWSHIGNWIPGLGAS I IKY , 

bevorzugt bei EIAV1 (transmembranes Protein gp45) ; 

SSSYSGTKMACPSmGIIJ^^ 

IVDDIEQNl^QGKIGIQQIiQKWEDVmiWIGNIPQYLK, 

bevorzugt bei FIV (transmembranes Protein gp36) ; 

GIGLVinttiAIMAIIAAAGAGL^ 

QVQIAQKDAQRIPDVWKALQEAFDWSGWFSWLKYIPW , 

bevorzugt bei OMW (transmembranes Protein gp41) ; 

LGFLGFLATAGSAMGAASLVTAQSRTLLAVIVQQQQQIjLDVV 

EEAQIQQEKNMYELWKLNW^ 

bevorzugt bei SlVmac (transmembranes Protein gp41) ; 

LGALGFLGAAGSTMGAAAVTLTVQARQLLSGIVQQQNNLL 

EEAQSQQEKNERDLLELDQWASLVJIWFDIT^ , 

bevorzugt bei SIVcpz (transmembranes Protein gp41) ; 

GIGLVTVLAIMAI IAAAGAGLG^ANAVQQS YTRTAVGSLANATAAQQE 

EAALQVHIAQRDARRIPDAWKAIQEAFNNWS SWFSWLKY , 

bevorzugt bei visnavirus (transmembranes Protein 

gp41) ; 

LGFLGFLATAGSAMGlOlSLTLSAQSRTIiIiAGIVQQQQQLL 

EEAQIQEKBMYELQKLNSVTOI^ , 

bevorzugt bei HIV-2 (transmembranes Protein gp36) ; 

WGPTARIFAS ILAPGVAAAQALRE IERLACW S VKQMTLTTSLL 

KFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLRGIFGGIGEWAVH , 

bevorzugt bei RSV (transmembranes Protein gp37) ; 

SVSHLSSDC3JTOEVQLWSVTARIFASFFA0GVAAQALKEIERIA 
ALQAMKEHTEKIRVEDDOIGDWFTRTFGGLGGWIAK , 
bevorzugt bei ALV (transmembranes Protein gp37) j 
GLSLII^GIVSLITLiUVrA^ 

lENSPKATIaNIADTVDNFLQNLFSOT , 

bevorzugt bei JSRV (transmembranes Protein gp36) ; 



26 



10 N: 



N : AVTLIPLLVGLGVSTAVATGTAG 
C : KIKNLQEDLEKR^^ , 

bevorzugt bei SMRV (transmembranes Protein gp20) ; 
N : AIQFIPLVIGLGITTAVSTGTAGLGVSLTWYTKLSHQLISDBQAISSTI 
C: KIKNLQDDLEKRRKQL IDNPFWTGFHLLPYVMPL , 

bevorzugt bei SRV (transmembranes Protein gp20) ; 
N : AVSLTLAVLI/3LGITAGIOT 

C : SMKKLKEKLDKRQLERQDSQ , 

bevorzugt bei GALV (transmembranes Protein pl5E) ; 
EPVSLTLALLLGGLTMGGIAGVGTGTTALVATQQFQQLQAAMHD 
C : SMAKLRERLSQRQKLPESQQGWFEGLFNKSPWFTT , 

bevorzugt bei MuLV (transmembranes Protein pl5E) ; 
N : EPI SL WALl^GLTVGGIAkGCGTGTKA^ 
C : IMAKIjRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNRSPWFTT , 
15 bevorzugt bei FeLV (transmembranes Protein pl5E) ; 

N: SPVAALTLGLALSVGLTGINVAVSALSHQRLTSLIHVLEQDQQ 
C: PLSQRVSTOWQWPWNWDLGLTAWVRET , 

bevorzugt bei BLV (transmembranes Protein gp30) ; 
N : AVPVAWLVSALAMGAGVAGGITGSMSLASGKSLLHEV 
20 C: PILQERPPLENRVLTGWGLNWDLGLSQWAREALQ , 

bevorzugt bei HTLV-1 (transmembranes Protein gp21) ; 
N : AVP IAVWS VS ALAAGTG IAGGVTGS LSLAS SKSLLLEVD 
C: SVLQERPPLEKRVITGWGLNWDLGLSQWAREALQ, 

bevorzugt bei HTLV-2 (transmembranes Protein gp30) ; 
FPNINENTAYSGESNENDCDAELRIWSVQEDDLAAGLSWIPFFGPGI 
C :* KNISEQIDQIKKDEQKIGRGWGLGGKWWTSDWG , 

bevorzugt beim Marburg Virus (transmembranes 
•Glykoprotein gp36) ; 
N : LITGGRRTRREAIVl^QPKC^Pl^YWTQDEGAAIGIAWIPYFGPAA 

3 0 C: KNXTDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWI , 

bevorzugt bei Ebola (transmembranes Protein GP2) ; 
N : LITGRLQSLQTYVTQQLIRA!AE:i3^ 
C : DRIiNEVAKNIiNESLIDLQELKYEQYEKWPWyVW , 

bevorzugt beim SARS-Virus (E2, transmembranes 
35 ' Glykoprotein gp36) ; 
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N : (aFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSEGTGQA 
C: HDVYRDEALNNRFQIKGVEIiKSGYKDW ILI SFA , 

bevorzugt beim Influenza- Virus (Hamagglutiniii2 , HA2) ; 
N : FAGRTVIAGAALGVATAAQ ITAGIALHQSMLSSQAIDNLRASLETT 
C : XAKLEDAKELLESSKQILRSMKGLSSTS IVY , 

bevorzugt beim. Masernvirus (Fusidnsprotein F2) ; 
N : FAGIAIGIJ^ALGVATAAQVTAAVSLVQAQT^ IQTNRA 
C : TELSKVNASLQNAVKQIKESNHQLQSVSVSSK, 

bevorzugt beim Mumpsvirus (Fusionsglykoprotein F2) ; 
N : FFGAVIGTIALGVATAAQITAGIAI^^ 
C : " TNFLEESKTELMKARAIISVGGWHNTE , 

bevorzugt bei HPV-1 (F2 Glykoprotein) , 

wobei die Viren wie folgt abgekurzt sind: 

BIV {Bovines Immundef izienzvirus) , 

CAEV (Caprines Arthritis Enzephalitis Virus) , 

EIAV1 (Equines inf ektioses Anamievirus) , 

FIV (Felines Immundef izienzvirus) , 

OMW (Ovines Maedi-Visna Virus) , 

SIVmac (Simianes Immundef izienzvirus aus Makaken) , 

SIVcpz (Simianes Immundef izienzvirus aus Schimpansen) , 

HIV-1 (Humanes Immundef izienzvirus Typ 1) , 

HIV-2 (Humanes Immundef izienzvirus Typ 2) , 

RSV (Rous Sarkom Virus) , 

ALV (Aviares Leukosevirus) , 

JSRV .(Jaagsiekte Schaf Retrovirus), 

SMRV (Squirrel Monkey Retrovirus) , 

SRV (Simianes Retrovirus) # 

GALV (Gibbonaf f en Leukamievirus) , 

MuLV (Murines Leukamievirus) , 

FeLV. (Felines Leukamievirus) , 

BLV (Bovines Leukamievirus) , 

HTLV-1 (Humanes T-Zell Leukamievirus Typ 1) , 

HTLV-2 (Humanes T-Zell Leukamievirus Typ 2) , 
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SARS -Virus (Erreger des Schweren Akuten Respiratorischen 

Syndroms) und 
HPV-1 (Humanes Parainfluenza Virus) . 

Durch die Offenbarung der erf indungsgemaSen jeweils min- 
des tens zwei Peptide, Proteindomanen und deren 
entsprechende DNA und ihrem Verm6gen f spezifische Anti- 
korper zum einen zumindest im Fall der Peptide und 
Proteindomanen zu binden und zum anderen zu induzieren, 
sind dem Fachmann verschiedene " Moglichkeiten ofifenbart, 
weitere Peptide zu generieren. Der Fachmann kann durch die 
Offenbarung der erf indungsgemafien Lehre weitere aquivalente 
Peptide generieren, die funktionsanalog zu Peptiden sind 
mit der Sequenzabf olge : 



FLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLS , 
FLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLS , 
FLGFLGAAGSTMGAAS LTLTVQARQLLS , 
LLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLS , 
FLGFLGAAGSTMGAAS ITLTVQVRQLLS , 
FLGVLSAAGSTMGAAATALTVQTHTLMK, 
AVGIAIFLLVL^II^TSSLVAATTLVNQHTTAKV , 
GVGLVIMLVIMAITVAAAGASLGVANAIQQSYT^ , 
FGI SA1 VAAIVAATAIARS ATMSYVALTEV1TCIMESVQNH , 
SSSYSGTKMACPSlblGIIiRIWYNPVAG t 
GIGLVr^LAIMAIIAAAGAGLGVANAVQQSSYTRTAV , 
LGFLGFI^TAGSAMGAASLVTAQSRTLLAVIVQQQQQLLDVV, 
LGALGFLGAAGSTMGAAAVTLTVQARQLLSGIVQQQimLL , 
GIGLVIVLAIMAI IAAAGAGU5VANAVQQSYTRTAVGSLA13ATAAQQE , 
LGFLGFLATAiGSAMGARSLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLL , 
WGPTARI FAS ILAPGVAAAQALREIERLACW S VKQANLTTSLL , 
SVSHLSSDCNDEVQLWSVTARIFASFFAOGVAAQALKEIERIiA , 
GLSLIILGIVSLITLIATAVTACCSLAQSIQAAHTVDLSSQNVTKVMGT , 
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AVTLIPLLVGLGVSTAVATGTAGLG^VQSYTKLSHQLINDVQALSSTI , 

AIQFIPLVIGLGITTAVSTGTAGLGVSLTWYTKLSHQLISDBQAISSTI , 

DPVSLTVALLLGGLTMGSLAAGIGTGTAALIETNQFKQLQ , 

AVSLTLAVLLGLGITAGIGGSTALIKGP IDLQQGLTSLQIAIDAD # 

'EFVSLTLALLLGGIiTM t ■ 

EPISLTVAimGLTVGGIAAGCGTGTKALLEAQFLQLQMQMHTD , 

SPVAALTLGLALSVGLTGIWAVSALSHQIU^TSLIHVLEQDQQ , 
AVPVAWLVSALAMGAGVAGGITGSMSLASGKSLLHEV , 
AVPIAWSVSAIiAAGTGIAGG\m3SLSLASSKSLLLEVD , 

FPNBSEOTAYSGS ' 
LITGGRRTRREAIVNAQPKOT , 
LITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIR^ / 
GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAA , 

FAG\An^GAALGVATAAQITAG:^^ , 
FAG^IGIAALGVATAAQVTAAVS^ 

FFGAVIGTIAL^ATAAQITAGIAIAEAREAR^ wobei es 

sich hierbei bevorzugt urn N-terminale Sequenzen handelt und 
3ffiQDLLALDKWASLWNWFDITNWLWYIK , 
NEQDLLAIjDKWANLWNWFDISNWLWYIK 
NEQDLLALDKWANLVJNWFDITO 

neqelleldkwas lwnwfditnwlwyik , 
^kdllaldswqnlw^ , 
itoqellei^kwaslwnv^sitqwlwyik:, 
neqelij^kwaslv^fdisn^wyik, * 

IffiQDLLALDKWDNLWSWFS ITNWLWYIK , 
NEQDLLALDKWASLWNWTO , . 

NEQDLLALDKWASLWNWFS ITNWLWYIK , 
NEKKLLELDEWASIWNWLDITKWLWYIK, 
SLSDTQDTFGLETS IFDHLVQLFDWTSWKDWIK , 
A^QLAEEQARRIPEVWESIiKDVFDWSGWFSWLKYI , 
LAQSMITFNTPDS IAQFGKDLWSHIGNWIPGLGAS I IKY , 
MDIEQNNVQGKIGIQQLQKWEDWVRWIGNIPQYLK, 
QVQIAQRDAQRIPDVWKALQEAFDWSGWFSWLKYIPW , 
EEAQIQQEKNM^LWKLNWWDVFGNWFDLTSWDLTSWIKY , 
EEAQSQQEraJERDLLELDQWASLWNWFDITKWLWYIK, 
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'I, 

EAALQVHIAQRDARRIPDAWKAIQEAFJ^ # 
EEAQIQEKNl^LQKMSWDILGNWFDLISWVKYIQ , 
KFQLMKKH\7NKIGVDSDPIGSWLRGI FGGIGEWAVH , 
ALQAMKEHTEKIRVEDDOIGDWFTRTFGGLGGWLAK, 
5 IENSPKATLNIADTVDNFLQ1TLFSNFPSLHSLNKTL , ^ 
KIKl^QEDLEKRRKAIJ^NLFLTGLNGLLPYLLP , 
KIKNLQDDtEKRRKQLIDNPFWTGFHLLPYVT^PL , 
SMAIO^RERFKQRQKLFESQQGQFEGWYNKSPWETT , 
SMKKLKEKLDKRQLERQDS QNWYEGWFlSIliWPWFrT , 
1 0 SMAKLRERLSQRQKLFESQQGWFEGLFNKSPWFTT , 
^ NMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNRSPWFT , 

PIiSQRVSTDWQIWWNWDIjGLTAWVRET , 
PILQERPPLEmVLTGWGLNWDLGLSQWAREALQ , 
SVLQERPPLEKRVITGWGIJ^ , 
15 KNISEQIDQIKKDEQKIGRGWGLGGKWWTSDWG , 

KNITDKIDQI IHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWI , ... 
DRIiNEVAKNLNE S L IDLQELK YEQ YEKWP WYVW , 
HDVYRDEALl^FQIKGVELKSGYKDWIIiISFA , 
IAKLEDAKELLESSKQILRSMKGLSSTSIVY , 
20 TELSKVNASLQNAVKQIKESNHQLQSVSVSSK, 

TNFLEESKTELMKARAIISVGGWHNTESTQ , bevorzugt handelt es sich 
hierbei urn C- terminal e Sequenzen. 

Q Beispielsweise ist es tnoglich, einzelne oder Gruppen von 

25 Aminosauren auszutauschen, ohne class die Aktivitat der. 
Peptide in Bezug auf die Losung der erf indungsgemafien Auf- 
gabe nachteilig beeinflusst wird. Fur den Austausch der- 
artiger Aminosauren sei auf die entsprechenden Standard- 
werke der Biochemie und der Genet ik verwiesen. 

30 

Im Stand der Technik sind verschiedene Moglichkeiten zur 
Herstellung von Peptiden offenbart. Peptide, die von den 
erfindungsgemaBen Peptiden ausgehend mit solchen verfahren 
entwickelt werden, sind von der erf indungemaSen Lehre mit 
35 erf asst. Eine Mdglichkeit des Generierens von funktions- 
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analogen Peptiden ist beispielsweise In PNAS USA 1998 , Oct. 
13; 9521:12179-84, WO 99/6293 und/oder WO 02/38592 be- 
schrieben; diese Lehren Bind in den Of fenbarungsgehalt der 
Eirfindung rait aufgenommen. Das heiSt, samtliche Peptide, 

5 Peptidfragmente oder Strukturen, die Peptide umfassen, die 
mit den genannten Verfahren - von den erf indungsgemafien 
Peptiden ausgehend - generiert werden, sind Peptide ira Sin- 
ne der Erfindung, sofern sie die erf indungsgemafie Aufgabe 
* losen, insbesondere neutralisierende Antikorper zu generie- 

10 ren. 

Dem Fachmann ist weiterhin bekannt, dass einzelne Amino-, 
sauren analoge physikochemische Eigenschaf ten aufweisen, 
/die mit Vorteil dalzu fuhren, dass diese Aminosauren unter- 

15 einander ausgetauscht werden konnen. Hierzu gehoren bei- 
spielsweise die Gruppe der Aminosauren (a) Glycin, .Alanin, 
Valin, Leucin und/oder Isoleucin; bzw. die Aminosauren (b). 
Serin und Threonin, die Aminosauren (c) Asparagin und 
Glutamin, die' Aminosauren (d) Asparaginsaure und Glutamin- 

20 - saure; die Aminosauren (e) Lysin und Arginin sowie die 
Gruppe der aromatischen Aminosauren (f) Phenylalanine 
Tyrosin und/oder Tryptophan. Aminosauren innerhalb ein und 
derselben Gruppe (a-f) k6nnen untereinander ausgetauscht 
werden. Weiterhin ist es mdglich, dass Aminosauren durch 

25 modifizierte Aminosauren oder spezifische Enantiomere aus- 
getauscht werden. Weitere Modif ikationen sind gemafi der 
Lehre nach der WO 99/62933 oder WO 02/38592 mdglich. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfdrm umfasst das 
30 Peptid einen Linker und/oder einen Spacer, der ausgewahjt 
ist aus der Gruppe umfassend: a-Aminocarbonsauren sowie 
deren Homo- und Heterooligomere, a # co-Aminocarbonsauren 
sowie deren verzweigte Homo- oder Heterooligomere, sonstige 
Aminosauren sowie die linearen und verzweigten Homo- oder 
35 Heterooligomere (Peptide) ; Amino-oligoalkoxy-alkylamine; 
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Maleinimidocarbons&ure -Derivate; Oligomere von Alkylaminen; 
4 -Alkylphenyl -Derivate; 4-0ligoalkoxyphenyl- oder 4-01igo- 
alkoxyphenoxy-Derivate ; 4-0ligoalkylmercaptophenyl- oder 
4 -01 igoalkylmercaptophenoxy- Derivate; 4-Oligoalkylamin- 
5 phenyl- oder 4-Oligoalkylaminyphenoxy-Derivate; (Oligo- 
alkylbenzyl) -phenyl- oder 4-01igoalkylbenzyl) -phenoxy- 
■ Derivate sowie 4-01igoalkoxybenzyl) -phenyl- oder' 4-01igo- 
alkoxyb^nzyl) -phenoxy-Derivate ; Trityl- Derivate; Benzyl - 
oxyaryl- oder Benzyloxyalkyl -Derivate; Xant hen- 3- yl-oxy al- 
io kyl -Derivate ; ( 4 - Alkylphenyl ) - oder co - ( 4 - Alky lphenoxy ) - 
O alkansSure-Derivate; Oligoalkyl-Phenoxyalkyl- oder Oligo- 

alkoxy-phenoxyalkyl -Derivate ; Carbamat-Der ivate ; Amine ; 
Trialkylsilyl- oder Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate; Alkyl- 
oder Aryl-Derivate und/oder Kombinationen davon; weitere 
15 mogliche Strukturen werden in der EP 1 214 350 beschrieben, 
die in den Of f enbarungsgehalt der Erf indung mit aufgenoramen 
sind* 

Bevorzugt konnen synthetische Peptide, die den N-terminalen 
20 und/oder C-terminalen Sequenzen entsprechen oder Fragmente 
hiervon sind, durch chemische Crosslinker multimerisiert 
werden oder an ein Tragermolekiil wie BSA, Dextran, KLH oder 
andere gekoppelt werden. Die hierzu verwendeten chemischen 
Crosslinker sind in "Biocon jugate Techniques", Greg T. 
25 Hermanson, Academic Press, 1996 aufgelistet, die in den 
Off enbarungsgehalt der erf indungsgemaEen Lehre mit. aufge- 
nommen sind. Bevorzugte Crosslinker sind homobifunktionale 
Crosslinker,. bevorzugt: NHS-Ester, wie DSP, DTSSP, DSS, BS, 
DST, Sulfo-DST, BSOCOES, Sulf O-BS0C0ES, EGS, Sulfo-EGS, DSG 
30 oder DSC, homobifunktionale Imidoester, wie DMA, DMP, DMS 
.oder DTBP, homobifunktionale Sulfhydryl-reaktive Cross- 
linker, wie DPDPB, BMH oder BMOE, Difuorobenzenderivate, ' 
wie . DFDNB oder DFDNPS, homobifunktionale jphotoreaktive 
Crosslinker, wie BASED, homobifunktionale Aldehyde, wie 
35 Formaldehyd oder Glubaraldehyd, Bis-Epoxide, wie 1,4-Butan- 
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dioldiglycidylether, homobifunktibnale Hydrazide, wie 
Adipinsauredihydrazide oder Carbohydrazide, Bis-diazonium- 
derivate, wie o-Tolidin, bisdiazotisiertes Benzidin oder 
Bisallkylhaloid. 

Bevorzugt sind auch heterobifunktionale Crosslinker, ins- 
besondere aminreaktive und sulfbydrylreaktive Crosslinker, 
Wie SPDP, LC-SPDP, Sulfo-LC-SPDP, SMPT, Sulf o-LC-SMPT, 
SMCC, Sulfo- SMCC, MBS, Sulfo-MBS, SIAB, SulfO-SIAB, SMPB, 
Sulfo-SMBP, GMBS, Sulfo-GMBS, SIAX, SIAXX, SIAC, SIACX .oder 
NPIA, carbonylreaktive und sulfbydrylreaktive Crosslinker, 
wie MPBH, M 2 C 2 H oder PDPH, aminreaktive und photoreaktive 
Crosslinker, wie NHS -ASA, Sulfo-NHS-ASA, Sulfo-NHS-LC-ASA, 
SASD, HSAB, Sulfo-HSAB, SANPAH, Sulf o-SMIPAH, ANB-NOS, 
SAND, SADP, Sulfo-SADP, Sulfo-SAPB, SAED, Sulfo-SAMCA, 
p-Nitrophenyldiazopyruvat oder PNP-DTP, Sulfhydryl und 
pbotoreaktive Crosslinker, wie ASIB, APDP, Benzophenon-4- 
iodoacetamid oder Benzophenon-4-maleimid, carbonylreaktive 
und photoreaktive Crosslinker, wie ABH, carboxylatreaktive 
und photoreaktive Crosslinker, wie ASBA, argininreaktive 
Crosslinker, wie APG, trifunktionale Crosslinker, wie 4- 
Azido-2-nitrophenylbiozytin-4-nitrophenylester, Sulfo-SEBD, 

TSAT und/ oder TMEA. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erf indung 
sind die erf indungsgemaSen ' Peptide und rekotnbinant 
hergestellte Strukturen, durch Peptidbrucken mit einer 
Lange von 0 bis 50 Aminosauren verbunden. Dies beinhaltet 
auch rekonibinante Proteine, die aus zwei N-terminalen und 
einer C-terminalen Sequenz bestehen oder Hexamere bestehend 
aus drei N-terminalen Sequenzen und drei C-terminalen 
Sequenzen, oder Multimere • der zuvor aufgefuhrten 
rekombinanten Strukturen, wobei zwischen den N- und den C- 
terminalen Sequenzen je eine Peptidbrucke von 0 bis 50 
Aminosauren vorhanden sein kann. Die Peptide konnen. zum 
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Zwecke der Auf reinigung, Solubilisierung bzw. der 
Konformationsveranderung mit spezifischen Fusionsanteilen 
entweder am N- Oder am C-Terminus versehen sein, wie zum 
Beispiel CBP (Calmodulin-Bindungsprotein) , His-Tag und/oder 
5 andere. Ahnliche Konstrukte konnen auch von DNA # die zum 
Immunisieren verwendet wird, kodiert werden. 



Nach einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
10 der Erfindung ist das Peptidgemisch und Proteingemisch 
ausgewahlt aus der Gruppe umfassend: 

a) mindestens zwei Peptide oder rekombinante Proteine 
umfassend eine Aminosauresequenz gemaS SEQ ID No 1 bis 
93/ 

15 b) Peptide oder rekombinante Proteine umfassend eine 
Aminosauresequenz, die eine ausreichende Homologie 
aufweist, um zu einer Aminosauresequenz gemSJS a) 
funktionsanalog zu sein, 

c) Peptide oder rekombinante Proteine gemaS einer 
20 Aminosauresequenz a) .oder b) , welche durch Deletionen, 

Additionen, Substitutionen, Trans lokationen, 

Inversionen und/oder Insertionen modifiziert und 
funktionsanalog zu einer Aminosauresequenz gemaS a) 
oder b) ist. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung ist die 
• Aminosauresequenz, z.B. das Peptid oder rekombinante 
Protein, was eine ausreichende Homologie a^ufweist, um zu 
einer der Aminos&uresequenzen gem^S SEQ ID No 1 bis 93 
30 funktionsanalog zu sein, zu diesen zumindest 40 % homolog. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind diese 
Aminosauresequenzen mindestens 60 %, vorzugsweise 70 %, be- 
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vorzugt 80 %, ganz besonders bevorzugt 90 %, homolog zu 
einer der Aminosauresequenzen gemaS SEQ ID No 1 bis 93 . 

in einer ganz besonders' bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung besteht das Peptid oder rekombinante Protein im 
Wesentlichen aus der Aminosauresequenz 

a) Synthetische Peptide El (LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS) und 
E2 (NEQELLELPKWASLWNWFDIT NWL 

b) Hybrid I (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

T.Tn^^p. pTT.SDIVOOQR IVTEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEVVLQNRRGIPLLFI^ 
GLCVALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRREET .DKWASLWNWFN 

c) Hybrid II (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

T.TrrniigwT.wnA^QIXSDIVOQQRIVTBDLQALEKSVSNLEESLTSLSEVW^NRRGL 
DLIiFLKKEGLCVAIiKEECCFYVDHSGAIRDSMS KLRERLERRRREET JWW ASLWNWFNI 
TNWLWY 

d) Loop I: (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

T^&AGSTM6fi&.<r^TVOARLLLS SSPS 

. insbesondere besteht das Peptid aus Abwandlungen dieser 
Sequenzen, die nach der WO 99/62933 und der WO 02/38592 
gewonnen wurden, wobei diese Peptide selbstverstandlich 
Antikdrper im Sinne der Erfindung generieren und binden. 

in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
sind die Peptidabschnitte des immunogehen Konstruktes, wxe 
bereits allgemein ausgefuhrt, untereinander an andere Pep- 
" tide oder Proteine oder mit einem Trtger assoziiert. Es 
kann beispielsweise vorgesehen sein, dass die mindestens 
zwei erfindungsgemaSen Peptide des immunogenen Konstruktes 
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uber Peptid- oder nichtpeptidische Bindungen miteinander 
verbunden sind/ Die nichtpeptidischen Bindungen sind dem 
Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise Imino-, 
Ester-., Azo-, Hydrazit-, Semikarbazit- und andere Bin- 
5 dungen. Bei den TrSgern im Sinne der Erfindung kann es sich 
um Proteine handeln, die aufgrund ihres immunogenen Verhal- 
tens die Antikorperantwort stimulieren, aber auch um den 
Fachmann- bekannte pharmazeutische Hilfsstoffe wie zum 
Beispiel QS21, GPI-0100 oder andere Saponine, Wasser-6l- 
10 Emulsionen wie beispielsweise Montanide, Polylysin, Poly- 
agenin-Verbindungen oder andere, wie zum Beispiel phosphat- 
gepufferte Kochsalzlosung, Wasser, verschiedene Arten von 
Detergenzien, sterile Losungen und dergleichen mehr. 

Die Erfindung umfasst auch Antikorper, die durch die 
15 erf indungsgemaSen Peptide bzw. durch das erf indungsgemSfie 
immunogene Konstrukt hergestellt oder induziert werden. Die 
Peptide bzw. Proteine konnen hierbei cheraisch hergestellt 
sein oder durch rekombinante DNA-Technologie oder anders. 
Bei " der • Herstellung der erf indungsgemaSen Antikorper wird 
20 mindestens ein erf indungsgemaSes immunogenes Konstrukt so 
mit einem Organistnus in Kontakt gebracht, dass dieser in 
der Lage ist, gegen dieses Konstrukt Antikorper 
herzustellen, die durch den Fachmann mit den bekannten 
Methoden gewonnen und isoliert werden konnen. 

25 Die Erfindung betrifft aber auch ant i-Idiotyp- Antikorper. 
Antikorper tragen Idiotypen, Bereiche in der Nahe ihrer 
jmtigen-Erkennungsstellen, die selbst antigen und in der 
Lage sind, die Antikorperproduktion zu stimulieren. 
Antikorper, die spezifisch" fiir die Antigen-Bindungsstellen 

30 sind, werden Paratop-spezifische anti-Idiotyp-Antikorper 
genannt. Diese Antikorper tragen- die gleiche 
Erkennungss telle wie das Antigen, das anfangs die 
Antikorperproduktion stimulierte; Marx, "Making Antibodies 
without Antigens", 1986. So kSnnen im Sinne der Erfindung 
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Paratop-spezifische anti-idiotypische Antikorper mit 
teilweise der gleichen Struktur wie HIV # SARS Oder andere 
Viren durch Itnmunisierung eines Tieres mit einem mono- 
clonalen HIV-1-, SARS- oder FeLV-Antikorper zu ' den ge- 
nannten Viren hergestellt werden. Diese Paratop-spezi- 
fischen anti-idiotypischen Antikorper, die eine bestiramte 
gleiche Struktur wie die immunogenen Teile der genannten 
Viren tragen, sind geeignet, ^ine Immunantwort auszuldsen 
und konnen demgemaS ebenfalls als Impfstoff verwendet 
werden. 

Die Erfindung umfasst auch pharmazeutische Mittel, die min- 
destens eines der erf indungsgemaSen iramunpgenen Konstrukte 
umf assen, gegebenenf alls zusammen mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager. Ein pharmazeutisches Mittel im Sinne 
der Erfindung ist jedes Mittel im Bereich der Medizin, 
welches in der Prophylaxe, Diagnose, Therapie, Veilaufs- 
kontrolle oder Nachbehandlung von Patienten eingesetzt 
werden. kann, die mit umhiillten Viren einschlieslich 
Retroviren so in Kontakt gekommen sind, dass sich zumindest 
zeitweise eine pathogene Modifikation des Gesamtzustandes 
bzw. ,des Zustandes einzelner Teile des Organismus 
etablieren konnte. So ist es beispielsweise moglich, dass 
das pharmazeutische Mittel im Sinne der Erfindung eine 
Vakzine oder* ein Immuntherapeutikum ist. Das 
pharmazeutische Mittel im Sinne der Erfindung kann- neben 
dem immunogenen Konstrukt beispielsweise ein akzeptables 
Salz oder Komponenten dieser umf assen. Hierbei kann es sich 
beispielsweise urn Salze anorganischer Sauren handeln wie 
zum Beispiel der Phosphors&ure bzw. vim Salze organischer 
Sauren. 

Weiterhin ist es moglich, dass die Salze frei von Carboxyl- 
gruppen sind und von anorganischen Basen abgeleitet wurden 
wie zum Beispiel Natrium, Kalium, Ammonium, Kalzium oder 
Eisenhydroxyde oder 'auch von organischen Basen wie Iso- 
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propylamin, Trimethylamin, 2~Ethylarainoethanol, Hifctidin 
und andere. Beispiele f&r flxissige Trager sind sterile 
wassrige Losungen, die keine weiteren Materialien oder 
aktiven Ingredienzien umfassen und beispielsweise Wasser 
5 oder soJLche, die einen Puffer wie zum Beispiel Natrium- 
phosphat mit einem physiolSogischen pH umfassen oder eine 
physiologische Salzlosung bzw. beides, wie zum Beispiel 
phosphatgepuf f erte Natriumchloridlosung . Weitere f lussige 
Trager konnen mehr als nur ein Puffersalz, wie zum Beispiel 
10 Natrium- und * Kaliumchlorid, Dextrose, Propylenglycol , 
m (T} Polyethylenglycol oder andere umfassen. Flussige Zusamtnen- 

setzungen der pharmazeutischen Mittel konnen zusatzlich 
eine flussige Phase, jedoch unter dem Ausschluss von Was- 
ser, umfassen. Beispiele solcher zusatzlichen flflssigen 
15 Phasen sind Glycerin, Pflanzenole, organische Ester oder 
Wasser-Ol-Emulsionen. Die pharmazeutische Zusammensetzung 
bzw. das pharmazeutische Mittel enthalt typischerweise 
einen Gehalt von mindestens 0,1 Gew% der erf indungsgemaSen 
Peptide bezogen auf die gesamte pharmazeutische Zusammen- 
20 setzung. Die jeweilige Dosis bzw. der Dosisbereich fur die 
Gabe ' des erf indungsgemaEen pharmazeutischen Mittels ist 
groS genug, urn den gewiinschten prophylaktischen oder 
therapeutischen Effekt der Bildung von neutralisierenden 
AntikSrpern zu erreichen. Hierbei sollte die Dosis nicht so 
25 gewahlt werden, dass unerwunschte Nebeiief fekte dominieren. 
Im Allgemeinen wird die Dosis mit deirt Alter, der Konstitu- 
tion, dem Geschlecht des Patienten variieren sowie selbst- 
verstandlich auch in Bezug auf die Schwere der Erfcrankung. 
Die individuelle Dosis kann sowohl in Bezug auf die primare 
30 Erkrankung als auch in Bezug auf Eintreten zusatzlicher 
Komplikationen eingestellt werden. Die exakte Dosis ist 
durch einen Fachmann mit bekannten Mitteln und Methoden 
feststellbar, beispielsweise durch die Feststellung des 
Antikorpertiters in Abhangigkeit der Dosis bzw. in Ab- 
35 hangigkeit des Impfschemas oder der pharmazeutischen Trager 
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und ahnlichem. Die Dosis kann hierbei je nach Patient 
individuell gewahlt werden. Beispielsweise kann eine vom 
Patienten noch tblerierte Dosis des pharmazeutischen Mit- 
tela eine solche sein, deren Bereich im Plasma oder in 

5 einzelnen Organen lokal im Bereich von 0,1 bis 10000 /xM 
liegt, bevorzugt zwischen 1 und 100 jdft. Alternativ kann die 
Dosis auch in Bezug auf das Korpergewicht des Patienten 
bezogen berechnet werden. In einem solchen Fall ware 
beispielsweise eine typische Dosis des pharmazeutischen 

10 Mittels in einem Bereich zwischen 0,1 fig bis 100 pg per kg 
Korpergewicht einzustellen, bevorzugt zwischen 1 und 50 
/xg/kg. Weiterhin ist es jedoch auch moglich, die Dosis 
nicht in Bezug auf den gesamten Patienten, sondern in Bezug 
auf einzelne Organe zu bestimmen. Dies ware beispielsweise 

15 dann der Fall, wenn das erfindungsgem&Se pharmazeutische 
Mittel beispielsweise in einem Biopolymer, eingebracht in 
den jeweiligen Patienten, in der WShe bestimmter* Organe 
mittels einer Operation platziert wird. Dem Fachmann sind 
mehrere Biopolymere bekannt, die Peptide oder rekombinante 

20 Proteine in einer gewiinschten Art * und Weise freisetzen 
konnen. Ein solches Gel kami beispielsweise 1 bis 1000 jig 
der erf indungsgemaBen Aminosauresequenzen, z.B. Peptide 
oder rekombinanten Proteine bzw. des pharmazeutischen 
0 Mittels pro ml Gelkomposition beinhalten, bevorzugt 

25 zwischen 5 bis 500 /xg/ml und besonders bevorzugt zwischen 
10 und 100 mg/ml. In solch einem Fall wird das 
therapeutische Mittel als feste, gelartige oder als 
f lussige . Komposition verabreicht . 

Bevorzugt wird das pharmazeutische Mittel als Vakzine nach 
30 der Infektion oder als vorbeugende Impfung eingesetzt. Die 
Impfung erfolgt vorteilhaf terweise so, dass es nach der 
Applikation im Organismus zur Entwicklung eines aktiven 
Impfschutzes kommt. Selbstverstandlich ist es auch moglich, 
dass die Impfung unmittelbar vor oder zeitnah nach der In- 
35 fektion erfolgt oder als Therapie mehrfach appliziert wird. 
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Dem Fachmann ist bekannt, dass die Induktion einer Antwort 
neutralisierender Antikdrper zu nahezu jedem Zeitpunkt auch 
nach der Infektion von Vorteil sein kann, so dass eine 
Inipfung im Sinne der Erfindung auch eine Applikation des 
5 erfindungsgemaSen pharmazeutischen Mittels Wochen, Monate, 
Jahre.bzw. Jahrzehnte nach der Infektion mit dem jeweiligen 
Virus sein kann. 

Zur Unterstutzung der Immunantwort kann das pharmazeutische 
Mittel in einer bevorzugten Ausftahrungsform der Erfindung 
10 weitere immunogene Komponenten umfassen, insbesondere aus- 
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Bordetella, Haemo- 
philus , Borrelia , Pseudomonas , Corynebakterien, Mycobak- 
terien, Streptokokken, Salmonellen, Pneumokokken, Staphylo- 
kokken und/oder Clostridien. Es ist bekannt, dass die 
15 alleinige Gabe von Antigenen haufig nicht zu einer 
ausreichenden Bildung von AntikSrpern ftthrt. Da Epitope 
unter bestimmten Voraussetzungen und Bedingungen nur 
schwach immuriogen sein konnen, kann eine entsprechende 
Immunantwort, wie beispielsweise die Bildung der Antikor- 
20 per, gesteigert werden, wenn schwach immunogene Substanzen 
in ihrer Immunogenitat erhoht werden. Neben den. bekannten 
Aluminiumverbindungen, lipidhaltigen Verbinduntfen oder auch 
KLH und anderen ist es im Sinne der Erfindung mogllch, die 
Immunantwort durch gemeinsame oder parallele Verabreichung 
25 bestimmter Strukturen aus Mikroorganismen zu erhohen. Der 
Wirkmechanismus dieser zusatzlich gegebenen, stark immuno- 
• geneh Strukturen ist im Zusammenhang mit der erfindungs- 
gem&Sen Lehre nicht relevant, entscheidend ist, dass es zu 
einer gewunschten Immunantwort kommt. Diese Immunantwort 
30 kann beispielsweise durch die Gabe der genannten immuno- 
genen Teile von Mikroorganismen beispielsweise auch dadurch 
erf olgen, dass diese Strukturen zunachst eine so genannte 
innate Immunreaktion im Korper aktivieren und hierdurch im 
weiteren Verlauf die Induktion einer Antikorperantwort im 
35 Sinne von Fearon) 1997 ermoglichen. 'Eine gegebenenfalls 
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erforderliche Inaktivierung der genannten mikrobiellen Im- 
munogene Jcann durch chemische oder physikalische Behandlung 
erfolgen, beispielsweise durch eine Behandlung mit Formal - 
dehyd, durch Hitzebehandiung, durch* UV-Bestrahlung oder 
durch Ultraschallbehandlung. Selbstverstandlich kann die 
immunogene Komponente auch von einem anderen Virus abge- 
leitet sein, bevorzugt ausgewShit aus der Familie der 
Hepadnaviridae, ' Herpesviridae, Poxviridae, Adenoviridae, 
Papovaviridae, Parvoviridae, Retrovir idae , Togaviridae oder 
Flaviviridae; das Virus kann zum Beispiel ein HIV, Herpes 
Simplex Virus, Influenza Virus, Hepatitis -Virus sein. Die 
fflr die Peptide bereits dargestellten Modif ikationen sind 
auch auf das pharmazeutische Mittel anwendbar. 

Die immunogene Komponente kann in diesem Falle ein Protein 
dieser Viren oder ein Fragment - also ein Peptid - dieser 
sein. Es ist beispielsweise moglich, die immunogene> Kompo- 
nente in dem pharmazeutischen Mittel mit beiden erfin- 
dungsgemaSen Peptiden oder rekombinanten Proteinen, das 
heiSt dem erf indungsgemaSen Konstrukt, zu kombinieren. Eine 
derartige Kombination im Sinne der Erfindung erfolgt 
bevorzugt durch eine kovalente Bindung. Selbstverstandlich 
ist es auch mdglich, dass die immunogene Komponente und die 
erfindungsgemaSen Peptide zusammen an einen Trager 
adsorbiert werden, wobei dieser Trager beispielsweise ein 
Albumin, ein KLH oder ■ ein anderer . pharmazeutisch 
vertraglicher Trager sein kann. 

Die Erfindung umfasst demgemaS auch ein Verfahren zur Her- 
stellung eines immunogenen Konstruktes, welches aus den (a) 
erfindungsgemaSen Peptiden oder rekombinanten Proteinen 
bzw. (b) dem erfindungsgemaSen pharmazeutischen .Mittel und 
als (c) zusatzliche Immunogene verwendete Mikroorganismen, 
wie beispielsweise Bakterien oder Viren, besteht. Ein 
bevorzugtes Verfahren umfasst die Schritte des Behandelns 
• der erfindungsgemaSen Peptide und/oder der immunogenen 
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mikrobiellen Strukturen mit einem fur die kovalente Bindung 
geeigneten Aktivator, gegebenenfalls das Abtrennen von 
uberschiissigem Aktivator, das Inkubieren der so erhaltenen 
Losung und die Reinigung dieser. Als Aktivator fur die 
5 kovalente Bindung konnen bevorzugt homo-, .hetero-, 
bifunktionelle Cross-Linker verwendet werden wie zum 
Beispiel N-Hydroxysuccinimid-Ester, Imido-Ester, 

Maleinimido-Der ivate , N-JHydroxysuccinimide , Pyridyl- 
disulfide Oder Ketogruppen enthaltende Verbindungen. Die 
10 Reinigung kann mittels Zentrifugation, Filtration, Fallung, 
Dialyse oder einem chromatographischen Verfahren erfolgen. 
Als chromatographische Verfahren sind die Gelf iltration, 
die affinitatschromatographische Reinigung oder die 
lonenaustauscher-Chromatographie bevorzugt . Wenn die 
15 erfindungsgemafien Peptide in, dem pharmazeutischen Mittel 
mit einer immunogenen Mikroorganismuskomponente zusammen 
auf einem absorbierbaren Tragermaterial aufgebracht werden, 
• kann es slch bei diesen Tragern urn Metalle, unlosliche oder 
kolloidale Metallverbindungen oder Polymexverbindungen und 
20 auch urn Lipidvesikel handeln. Bei den Metallen sind Gold 
oder Platin oder Metalle • wie Aluroiniuift oder Eisen 
bevorzugt; bei den unloslichen oder kolloidalen Metall- 
verbindungen sind unter anderem Adjuvantien wie bei- 
spielsweise Aluminium-, Zink- und/oder Eisenhydroxid bevor- 
25 zugt. Bei .den Polymerverbindungen konnen alle resorbier- 
baren bzw. biologisch abbaubaren Materialien verwendet wer- 
den. Selbstverstandlich ist es auch moglich, nicht abbau- 
bare Polymerverbindungen zu verwenden, wenn diese physio- 
logisch akzeptiert werden, wie zum Beispiel Latex. Neben 
3 0 den Mikroorganismen oder Teilen hiervon bzw. anderen Viren 
als Immunogen kdnnen selbstverst&ndlich auch Nukleinsauren 
verwendet werden, urn eine Immunantwort auf die erfindungs- 
gemaBen Peptide zu verstarken. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
35 umfassen die pharmazeutischen Mittel auch Zytokine, insbe- 
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sondere Interleukin-2 und/oder CSF. Derartige Stoffe sind 
zur wirkungsverstarkung, vorzugsweise zur Immunstimulation, 
verwendbar. Diese werden in bekannten Methoden mit den 
erf indungsgemaSen Peptiden oder dem pharmazeutischen Mittel 
gemischt und in einer geeigneten Formulierung und Dosierung 
verabreicnt. Formulierung, Dosierung ' und geeignete Kompo- 
nenten sind dem Fachmann bekannt. 

Die Erfindung betrifft auch einen Diagnose-Kit, der ein 
erfindungsgemaSes pharmazeutisches Mittel umfasst. Dieser 
Kit kann beispielsweise zur Diagnose und zum Monitoring des 
Verlaufs und/oder der Therapie von Viruserkrankungen 
eingesetzt werden, wobei folgende Viren bevorzugt 
ausgewahlt sind: 

BIV (Bovines Immundef izienzvirus) 

CAEV (Caprines Artnritis Enzephalitis Virus) 

EIAV1 (Equines infektioses Anamievirus) 

FIV (Felines Immundef izienzvirus) 

OMVY (Ovines Maedi-Visna Virus) 

SIVmac (Simianes Immundef izienzvirus aus Makaken) 

SIVcpz (Simianes Immundef izienzvirus aus Schimpansen) 

HIV-1 (Humanes Immundef izienzvirus Typ 1) 

HIV- 2 (Humanes. Immundef izienzvirus Typ 2) 

RSV (Rous Sarkom Virus) 

ALV (Aviares Leukosevirus) 

JSRV (Jaagsiekte Schaf Retrovirus) 

SMRV (Squirrel Monkey Retrovirus) 

SRV (Simianes Retrovirus) 

GALV (Gibbonaffen Leukamievirus) 

MuLV (Murines Leukamievirus) 

FeLV (Felines Leukamievirus) 

BLV (Bovines Leukamievirus) 

HtLV-l (Humanes T-Zell Leukamievirus Typ 1) 

HTLV-2 (Humanes T-Zell Leukamievirus Typ 2) 
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SARS -Virus (Erreger des Schweren Akuten Respiratorischen 
Syndroms) 

HPV-1 ( Humane s Parainfluenza Virus) und andere umhGllte 
Viren. 

Der Diagnostik-Kit dient zum Nachweis antiviraler 
Antikorper gegen Epitope auf dem immunogenen Konstrukt, zum 
Nachweis neutralisierender Antik6rper gegen das immunogene 
Konstrukt und/oder zum Nachweis des Virus. 

Der Kit kann gegebenenfalls eine Anleitung oder 
Informationen zur pharraazeutischen Bereitstellung bzw. zu 
therapeutischen Behandlungsverf ahren beinhalten. Die 
Information kann beispielsweise ein Beipackzettel sein oder 
ein anderes Medium, welches dem Anwender Informationen 
daruber gibt, mit welchem therapeutischen Verf ahren bzw, 
mit welchem Impf schema die genannten Substanzen, das heiSt 
insbesondere die erf indungsgemafien Peptide bzw. das 
erfindungsgemaBe pharmazeutische Mittel, insbesondere 
Vakzine, einzusetzen sind. Der Beipackzettel enthalt 
insbesondere detaillierte und/oder wesentliche Infor- 
mationen uber das Heilverf ahren. , Selbstverstandlich ist es 
nicht zwingend erf orderlich, dass diese Information auf 
einem Beipackzettel formuliert ist, es ist auch moglich, 
dass diese Information beispielsweise uber das Internet 
mitgeteilt wird. 

• Der Diagnose-Kit betrif ft zum einen einen Immunoassay fur 
den Nachweis von Antikorpern, die gegen die umhiillten Viren 
einschliesslich der Retroviren gerichtet sind, zum anderen 
einen Nachweis der Virusbelastung (Virusantigene) im 
Organismus. Dazu werden entsprechende Proben genommeft, in 
denen Antikorper oder Virenantigene detektiert werden 
sollen. Eine Probe ira Sinne • der Erfindung ist die 
Bezeichnung fiir ein durch Probenentnahme entnommenes 
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biologisches Oder chemisches Gut oder eines Teiles bzw. 
einer kleinen Menge eines solchen, dessen Beschaf fenheit 
chemisch, biologisch, klinisch oder ahnlich gepruft werden 
soil, insbesondere auf das Vorhandensein von 
neutralisierenden Antikozpern. 

t 

Die Probenentnahme erfolgt insbesondere so', dass die ent- 
nommene Teilmenge einem Durchschnitt der gesamten Menge 
•entspricht. Selbstverstandlich kann es auch bevorzugt sein r 
dass die entnommene Teilmenge nicht dem Durchschnitt einer 
grofieren Menge entsprechen soli. Die durch Untersuchung der 
Probe ermittelten Merkmale dienen der Beurteilung der durch 
die Probe erfassten Menge, die Ruckschliisse auf die Ge- 
samtmenge, beispielsweise das Blut in einem Organismus bzw. 
die Lymphe f zulasst. Fur die Untersuchung konnen die Proben 
durch Mischen, Zugab'e von Enzymen oder Markern bzw. anders 
vorbehandelt werden. Dem Fachmann sind verschiedene Mog- 
lichkeiten der Vorbehandlung von Proben bekannt. Eine Probe 
konnen insbesondere alle biologischen. Materialien sein, wie 
biologische Gewebe' und Flfissigkeiteii, zum Beispiel Blut, 
Lymphe, Urin, Gehirnf lussigkeit und andere. Wie hier ver- 
wendet, bezieht sich eine Probe demgemaS auf jede Substanz, 
die neutralisierende Antikorper enthalt oder vermutlich 
enthalt, und umfasst eine Probe von Gewebe oder Fliissig- 
keit, die von einem Individuum oder Individuen isoliert 
worden ist, einschlieSlich, aber nicht beschr&nkt auf zum 
Beispiel Haut, Plasma, Serum, Lymphe, Urin, Tranen, Ab- 
striche, Gewebeproben, Organe, Tumor en und auch auf Proben 
von Bestandteilen von Zellkulturen. Eine solche Probe kann 
zum Beispiel wie folgt auf das Vorhandensein von bindenden 
Antikorpern untersucht werden: 

a) 1 Beschichten einer festen Phase mit .dem erfindungs- 
-gemaEen immunogenen Konstrukt, 



46 



10 

o 



b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen 
Probe, 

c) Inkubieren .der festen Phase mit einem anti-humanen 
Antikorper, der die Klassen igA, IgM, IgG nachweisen 
kann, der mit einer nachweisbaren Kennzeichnung 
markiert ist 

und 

d) Nachweis der Kennzeichnung, um die Anwesenheit der 
bindenden Antikorper gegen die genannten Viren in der 
Probe zu bestimmen. 



15 Die Probe kann verschiedene Konzentration von Hamstof f 
aber auch keinen Harnstoff aufweisen. v 

Da neutralisierende Antikorper auf diese Art nur schwer und 
nicht quant itativ nachgewiesen werden konnen, erfolgt deren 
20 Nachweis in einem Infektionsassay, in dem die Hemmung der 
Infektion von uninf izierten Zellen durch das jeweilige 
Virus aus der obigen Liste durch die neutralisierenden 
Antikorper nachgewiesen wird. 

25 Durch Kompetitioiisanalysen mit dem immunogenen Konstrukt 
kann aus der 'Mehge der neutralisierende Antikorper der 
Anteil der spezifisch gegen die Epitope auf dem immunogenen 
Konstrukt quantitativ bestimmt werden. Da eine Korrelation 
zwischen der Menge der im obigen Text gefundenen, das 

30 iramunogene Konstrukt bindenden Antikorper, und der Menge 
der neutralisierenden Antikorper gefunden wurde, kann ein 
neuer Schnelltest duirchgeffihrt werden, in dem erstmals in 
kurzer Zeit viele Seren auf neutralisierende Antikorper 
' getestet werden konnen. Dieser Test erlaubt Aussagen fiber 

35 den Erfolg der Immunisierung im Fall einer prophylaktischen 



47 



Application wie auch fiber die Progression der fnfektion. 
Auch ein Monitoring des Therapieerfolges im Fall der 
therapeutischen Application ist mSglich. DemgemaS kann auch 
ein Kit zum Nachweis von neutralisierenden Antikdrpero 
gegen das immunogene Konstrukt auf der Basis eines 
Neutralisationsassays mit 1 • entsprechenden 

Kompetitionsanalysen und ein neuartiges Schnell-Verfahren 
zum Nachweis neutralisierender Antikorper auf der Basis 
eines ELISAs mit dem vollstandigen immunogenen Konstrukt 
bereitgestellt werden. 

Der Diagnose-Kit umfasst auch den Nachweis von viralem 
Antigen zur Bestimmung der Viruslast in den oben 
aufgelisteten Proben wie folgt: • 

a) Beschichten einer festen Phase mit Antikdrpern gegen 
die gesuchten viralen Antigene, die in einem Tier oder 
einem Menschen nach Immunisierung mit dem erfindungs- 
gemaSen immunogenen Konstrukt gewonnen wurden, 

b) Inkubieren " der festen Phase mit der biologlschen 
Probe , 

c) ' Inkubieren der festen Phase mit einem zweiten, 

unterschiedlichen vom ersten, Antikorper gegen die 
gesuchten viralen Antigene, der ebenfalls in einem 
Tier oder einem Menschen nach Immunisierung mit dem 
erfindungsgemaBen immunogenen Konstrukt gewonnen 
wurden, 

d) Nachweis des gekoppelten zweiten Antikorpers urn "so die 
Menge des gebundenen Antigens zu bestimmen. 

Die Erfindung betrifft auch eine Aminosauresequenz 
ausgewahlt aus der Gruppe umfassend die Sequenzen SEQ ID 
No i bis 93 zur Verwendung auf dem Gebiet der 
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therapeutischen Behandlung sowie der Diagnostizierverfahren 
am menschlichen Oder tierischen Korper. 

Die Erfindung betrifft demgemaS Peptide, Peptidfragmente, 
5 rekonibinante Proteine bzw. deren Fragmente, die 
membranassoziierten Proteinen von liestimmten Viren fur 
bestitnmte therapeutische bzw. diagnostische Anwendungen. 
Bevorzugt ist die Verwendung einer Mischung aus mindestens 
zwei Peptiden oder rekombinanten Proteinen aus der 
10 Sequenzabfolge eines viralen Hullproteins gemafi der 
erfindungsgemaS beschriebenen Auswahl. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Induktion 
einer Antikorperantwbrt, wobei das erf indungsgemaSe immuno- 

15 gene Konstrukt und/oder das erf indungsgemafie pharmazeu- 
tische lyiittel mit einem Organismus, bevorzugt^ einem 
Menschen oder einem Tier, in Kontakt gebracht werden. Durch 
die Offenbarung der erf indungsgem&Sen Peptide ist es dem 
Fachmann moglich, diese als Antigen zur Induktion von neu- 

20 tralisierenden Antikdrpera zu verwenden. Dem Fachmann ist 
hierbei bekannt, dass er die erf indungsgemaSen Peptide, die 
selbstverst&ndlich auch als das erf indungsgemaSe pharma- 
zeutische Mittel verwendet werden konnen, in verschiedenen 
Dosierungen einem Organismus, insbesondere einem humanen 

25 Patienten, applizieren kann. Die Applikation sollte hierbei 
so erfolgen, dass eine mSglichst groSe Menge neutrali- 
sierender Antikdrper generiert wird. Die Konzentration und 
die Art der Applikation kann vom Fachmann durch Routinever- 
suche eruiert werden. Moglich sind folgende Applikationen: 

30 oral in Form von Pulver, Tabletten, Saft, Tropfen, Kapseln 
und ahnlichem; rektal in Form von Z&pfchen, Losungen und* 
Shnlichem; parent ral in Form von ttrjektionen, Infusionen 
von Losungen, Inhalationen von Dampfen, Aerosolen, StSuben 
und Pflastern sowie lokal in Form' von Salben, Pflastern, 

35 Umschlagen, Spulungen und ahnlichem. . 
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Bevorzugt kann das In-Kontakt-Bringen des immunogenen 
Konstruktes und/oder des pharmazeutischen Mittels prophy- . 
laktisch Oder therapeutisch erfolgen. Bei einer prophylak- 
tischen Impfung soil die Infektion mit den genannt'en Viren 
zumindest dergestalt verhindert werden, dass nach Ein- 
dringen einzelner Viren, beispielsweise in eine Wunde, eine 
weitere Vermehrung dieser stark vermindert wird oder dass 
eingedrungene Viren nahezu vollstandig abgetotet werden. 
Bei einer therapeutischen Induktion einer Immunantwort 
liegt bereits eine infektion des Patienten vor und die 
Induktion der neutralisierenden Antikdrper erfolgt, um die 
bereits im Kdrper befindlichen Viren abzutdten bzw. in 
ihrer Vermehrung zu hemmen. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Generierung 
eines Antikorpers, bevorzugt eines neutralisierenden Anti- 
korpers gegen eine Erkrankurxg mit umhullten Viren 
einschliesslich der Retroviren, wobei ein Organismus mit 
einem immunogenen Konstrukt, gegebenenfalls zusammen mit 
einer immunogenen Komponente und/oder einem 
pharmazeutischen Mittel gemaS der Erfindung in Kontakt ge- 
bracht wird und so eine humorale immunantwort durch Bildung 
von Antikorpern induziert wird und folgend die AritikSrper 
aus dem Organismus gewonnen werden. Bevorzugt konnen die so 
gewonnenen neutralisierenden Antikorper zur passiven 
Immunisierung verwendet werden. 

Dabei konnen .auch mbnoklonale AntikSrper gewonnen werden, 
die u. a. nach' entsprechender Humanisierung eingesetzt 
werden. Dabei konnen auch Antikorper-produzierende Zellen 
aus geimpften bzw. infizierten Individuen gewonnen werden, 
die neutralisierende Antikorper produzieren, die gegen das 
erf indungsgemaiSe immunoge Konstrukt gerichtet sind, und in 
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Form- monoklonaler Antik6rper bei der passiven Immunisierung 
appliziert werden. 

Bei der passiven Immunisierung erfolgt im Korper des 
5 Patienten keine eigene Immunreaktion bzw. im Wesentlichen 
keine eigene Immunreaktion auf bestimmte Viren, sondem die 
Antikorper werden beispielsweise in Form von Heilseren in 
den. Patienten eingebracht. Passive Immunisierung hat im 
Gegensatz zur aktiven Immunisierung im Wesentlichen die 
10 Aufgabe, eine bereits erfolgte Infektion moglichst schnell 
^ zu heilen oder aber sofort gegen eine Infektion mit Viren 

~ zu schiltzen. Dem Fachmann sind beispielsweise aus der 

passiven Immunisierung gegen Hepatitis A, Hepatitis B und 
der FSME ' verschiedene Impfschemata zur passiven 
15 Immunisierung. bekannt. Derartige Impfschemata konnen durch 
Routineversuche auf spezif ische Viren wie zum Beispiel HIV, 
den Katzenleukamievirus und andere adapt iert werden. Die 
Antikorper, die zur passiven Immunisierung verweridet 
werden, konnen bevorzugt monoklonale AntikSrper sein. 

20 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
werden die erf indungsgemaSen immunogenen Komponenten bzw. 
das erfindungsgemaSe pharmazeutische Mittel oder der erfin- 
Q dungsgemafie Kit zur Diagnose, Prophylaxe, Therapie, Ver- 

25 laufskontrolle und/oder Nachbehandlung von retroviralen Er- 
krankungen verwendet. 

Im Folgenden soil, die Erfindung anhand von Beispielen naher 
erlSutert werden, ohne .auf diese Beispiele beschrankt zu 
30 sein. 



Beispiel 



35 1. Material und Methoden 
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1 1 Klonieruncr 

Die rekombinanten gp41 Konstrukte wurden auf Basis des 
HIV-1 Molekularklons pNL4-3 (NIH, #114) generiert. Mit spe- 
zifischen Primern (Sigma ARK) wurde der codierende Bereich 
fur die Ectodomane mittels PCR araplif iziert . Die co- 
dierenden Bereiche der Hybridkonstrukte (im Folgenden 
Hybrid I und II genannt) , bestehend aus einem PERV-pl5E- 
Ectodomanen-Ruckgrat mit eingesetzten HIV-Epitopen, wurden 
mit Hilfe eiher zweistufigen Mutagenese-PCR generiert (27) . 
.Der codierende Bereich fur Hybridll basiert auf dem von 
HybridI, er wurde lediglich auf beiden Seiten durch 
HIV-Sequenzen erweitert. Die codierenden Bereiche fur 
Konstrukte, die aus den Epitopen El und E2 von gp41 (im 
Folgenden Loop I genannt) von HIV-1 bestehen und durch eine 
kurze Peptidbrucke verbunden sind, wurden durch Hybridi- 
sierung von 80mer Oligonucleotiden (Sigma-ARK) und eine 
Auffullreaktion mittels PCR generiert. uber eine BamHI- 
Schnittstelle am 5'Ende und eine Xhol-Schnittstelle am 
3'Ende des codierenden Stranges wurde das PCR-Produkt in 
die Multiple Cloning Site des Expressionsvektors pCal-n 
(Stratagene) ligiert. Chemokompetente. codonoptimierte 
E.coli BL21 DE3 (Stratagene) wurden mit diesen Konstrukten 
transf ormiert . > 

Rekombinante CBP-Pusionsproteine 
rgp41: 

MGCTSMTLTVQARQIiSDIVQQQimLIiRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARirAVE^ 

DQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREIHNYTSLIHSLIE 

ESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIK 

Hybrid I (HIV-Sequenzen unterstrichen) ■ 
LITfiARQLLJpiVQ£QRIVT^ 

GLCTALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRREEI^ 
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Hybrid II (HIV-Sequenzen unterstrichen) 
T.T TflASVTLTVOi^QIiIiSDIVQQQ RIVTEDLQALEKSVSNIiEESLTSL 

DLLFLKKEGLCVMiIOBECCFYVDHS(^ 

5 TNWLWY ^ 

Loop I: (HIV-Sequenzen unterstrichen) 

T^AAGSTMGAASVTL^ 

10 Primer: 

rgp41 BamHI fw: cgc gga tec atg ggc tgc acg tea atg acg ctg 

rgp41 Xhol resv: cac ccg ata etc gag ata cca cag cca att tgt 
tat g 

15 

Hybrid .1 BamHI fw: cgc cca tec eta ate aca caa gcg aga cag 
ctg 

Hybrid I Xhol rev: cac ccg ata etc gag tea gtt gaa cca gtt 
20 cca aag 

Hybrid I Elmut fw: caa gcg aga cag ctg agt gat att gtt cag 
caa caa cga att gta acg gaa gat etc caa gee c 

25 Hybrid I Elmut rev: ttg ttg ctg aac aat ate act cag cag ctg 
tct cgc ttg tgt gat tag gga tec acg egg 

Hybrid I E2mut fw: gaa ctg gat aag tgg gcg teg ctt tgg aac 
tgg ttc aac tga gaa ttc aga etc cag ggg teg act cga gc 

30 

Hybrid I E2mut rev: gtt cca aag cca cgc cca ctt ate cag ttc 
ttc cct teg acg cct etc taa cct ttc tc 

.Hybrid IX BamHI fw: eg gga tec gga gca tea gta acg ctg acg 
35 gta cag egg aga caa ta ttg tgt gat ata g 
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Hybrid II Xhol rev: eg etc gag eta ata cca cag cca att tct 
tat gtt aaa cca att cca caa act tgc cca tt 

5 Loop I BamHI fw: ggg gat ccc age ca ttg gag atg teg aac 
cagttc cac aa gaa gec caf ttg tec agfc tec age agt tec tgt 
teg tta gaa gac gga gaa gaa gac a 

Loop I Xhol rev: ccg gat ccc tgg gtg ctg ctg gtt eta cca 
10 tgg gtg ctg ctt ctg tta ccc tga ccg ttc agg etc gtc tgc tgc 
tgt ctt ctt etc cgt ctt eta acg a 

1.2 Expression der- rekomb^ arii-pn Proteine 

15 Zur Expression wurde 1 1 37 »C warmes LB-Arop (LB-Medium mit 
100/ig/ml Anjpicillin) mit 1 ml Vorkultur angeimpft und bei 
37 °C und 225rpm inkubiert. Bei einer optischen Dichte 
(OD 6 oo) von 0,5 wurden die Expressionskulturen durch Zugabe 
von 1 raM (Endkonzentration) IPTG (Sigma) fur 4 h induziert 

20 (37 °C und 225rpm) . 

i . 3 Auf reinicninq der rekdmbinanten Proteine 

O Die Aufreinigung- erfolgte nach dem Protokoll der Firma 

25 Stratagene fur die CBP-fusionierten Proteine. Die Reinheit 
der rekombinanten Proteine wurde mittels -SDS-PAGE und 
Western Blot Analyse unter Verwendtmg des monoklonalen- 
gp41-spezifischen Antik6rpers 2F5 uberpruft. 

30 1.4 svnthetische Peptide und Biok nn-iuqate 

Synthetische Peptide, die den sequenzen der Epitope El und 
. E2 von HIV entsprechen (El (LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS) und 
E2 (NEQELLELDKWASLWNWFDIT NWL) , wurden von der Firma Jerini 
35 hergestellt und mittels HPLC gereinigt. El und E2 wurden 
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als freies Antigen (in Kombination Oder einzeln) oder an 
Dextran (MW 6 KDa, Sigma) eingesetzt. Die Herstellung von 
Dextran-Peptid-Konjugaten erfolgte entweder ilber die direk- 
te Bindung, der im aktiviertem Dextran enthaltenen car- 
5 boxylgruppen, an primare Aminogruppen. der Peptide (28) oder 
uber einen heterobifunktionalen Crosslinker (3- (2-Pyridyl- 
dithio)-Propionyl-Hydrazid, PDPH, Pierce), der eine ziel- 
gerichtete Kopplung fiber die am C- bzw. N-terminalen Bnde 
der Peptide angefugten Cysteine ermoglicht (29) , fiber- 
10 lappende synthetische Peptide, die dem gesamten Env (gpl20 
und gp41) von HIV entsprechen, wurden von NIH, USA (HIV- 
Env-Peptidset abgeleitet vom HIV-1 Isolat MN, Cat#645l) 
erhalten. 

15 1.5 immunisieruna von Ratten 

Wistar Ratten (BfR, weiblich 54-58 Tage alt) wurden mit 
800fig-lmg Protein, Peptid oder Peptidkonjugat in 800/il 
PBS/Freund's incomplete Aduvant-Gemisch (1:1) immunisiert, 
200/11 davon wurden i.m. in jeden Hinterlauf und 400^1 s.c. 
im Nacken appliziert. Jeweils drei Tiere wurden mit dem- 
selben Antigen immunisiert. Die Tiere wurden nach 4 Wochen 
mit dem gleichen Injektionsschema und den gleichen Anti- 
genen geboostert. 
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1.6 SerumCTewinnuncr 



Die Blutabnahme der Ratten erfolgte mittels retrobulb&rer 
30 Punktion. Das Blut wurde nach 20 h Lagerung bei 4 °C durch 
Zentrifugation in Serum und zellulire Bestandteile ge- 
trennt. Die im Serum enthaltenen Komplementfaktoren wurden 
durch 30 min Inkubation bei 56 «>C inaktiviert. Das Serum 
wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert . 
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i n Bp ito pmappmcr 

Das Epitopmapping erfolgte auf einer Pepspot-Membran 
(Jerini, Berlin), auf def um 11 Aminosauren uberlappende 
5 Peptide, die der Sequenz von gp41 entsprechen, punktweise 
aufgetragen waren, nacn Angaben des Herstellers. 

1.8 ELISA 

10 Zur Bestimmung der Veranderung der Aviditat des mAb 2P5 
~ wurden 50-100 ng Peptide des N-terminalen Bereichs der 

: Ectodomane von gp41 aus einem uberlappend angeordneten HIV- 

Env-Peptidset jeweils in Koxnbination mit Dpl78 oder Peptid 
P6373 auf Probind ELISA-Platten aufgebracht (NUNC) . Der mAb 

15 2F5 wurde in einer Verdunnung von 1 : 25000 in Anwesenheit 
von 0-8M Harnstoff 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Detektion 
erfolgte mittels eines polyklonalen Ziege-anti-Huraan- 
Serums (1:2000) konjugiert an Meerettich- Peroxidase 
(Sigma) . Gemessen wurde bei einer OD 49 2/56o- Alle Werte wur- 

20 den als Triplikate gemessen. 

l . 9 Meutralis ierunasassav 

O Um die Seren auf HIV-neutralisierende Wirkung zu testen, 

25 wurden 5x10* C8166-Zellen (humane T-Zelllinie) in 100 fil 
RPMI -Medium auf 96weli-Rundbodenplatten aiisgesat. Dazu wur- 
den 50 /il HlV-IUB-Stock (entspricht einer TCIDSO yon 
2 x 10 3 ) und 50 ftl 1 : 4 mit Medium vorverdflnntes Ratten- 
serum gegeben. Die Platten wurden fur 65 h bei 37 °C, 95 % 
30 Luftfeuchte und 5 % C0 2 inkubiert. 

Der Medium-uberstand wurde entfernt und die Zellen wurden 
durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen aufgebrochen. 
Durch Zugabe von .Proteinase K (Invitrogen) in 100 fil lxPCR- 
35 Puffer (Roche) und 3 h Inkubation bei 56 °C wurden storende 



56 



.j 

Proteine von der genomischen DNA entfernt. Die Proteinase K 
wurde durch 30 min Inkubation bei 95 °C inaktiviert. 

Auf Basis des Zelllysats wurde mit HIV-env-spezif ischen 
Primern und einer. env-spezif ischen, Dabcyl-markierten Sonde 
(TIB MOLBIOL, Berlin) und PCR-Mastermix (Stratagene) eine 
Realtime-PCR dur chgef uhrt . Die -lineare serumspezif ische 
Hemmung wurde uber die Formel 2 Act ermittelt, wobei Act die 
Differenz aus ct (Immunserura)' und ct (Praeimmunserum) ist. 
Diese linearisierten Werte wurden dann in eine prozentuale 
Hemmung umgerechnet. Alle Werte wurden als Triplikate ge- 
messen. 

2. Ergebnisse 

3.1 Bpitopmappina des HIV-1 n eutralisierenden monoklonalen 
Anfcikoraers 2F5 

Der humane, monoklonale Antikorper (mAb) 2P5 weist ein 
breites Neutralisationsspektrum gegenuber Laborstammen und 
verschiedenen Primarisolaten auf. Verschiedene Arbeits- 
gruppen konnten zeigen, dass der Antikorper an eine lineare 
Sequenz ( ELDKWA) innerhalb der Ec todomane des trans - 
membranen Httllproteins gp41 von HIV-1 bindet. Diese Sequenz 
ist wenige Aminosauren N- terminal des Transmembrandurch- 
gangs lokalisiert. Mit Hilfe eines Epitopmappingverfahrens, 
basierend auf einer Pepspot Membran konnte diese Sequenz 
als Bindungsstelle fur 2F5 bestatigt werden (Abb. 3). 

2.2 Binduna des monoklonalen Antikoroers 2F5 an Dpl78 und 
CBP-rcrp41 

In Western Blot -Analy sen konnte gezeigt werden, dass der 
mAb 2F5 besser an die gesamte Ectodomane von gp41 bindet 
als an das 34mer Peptid (Dpl78) , das das in der Literatur 
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beschriebenen Epitop ELDKWA beinhaltet (Abb. 4) . 

9 ^ kt.tsa mit 2F5 auf uberlaonende n Peptidert der Ectodomane 
von op41 in Konibination mit Dp178 

5 

Urn festzustellen, ob das vollstandige Epitop von 2F5 einen 
weiteren Anteil im Bereich der Ectodomane .von gp41 besitzt, 
wurden tiberlappende ISmere, die die gesamte Ectodomane ab- 
decken, in Kombination mit 'Dpl78 auf ELISA- Plat ten auf- 

10 gebracht. 2F5 wurde auf diesen Peptidkombinationen in ver- 
schiedenen Konzentrationen Harnstoff inkubiert (Abb. 5). 
Nur das Peptid P6342' bewirkt eine synergistische Steigerung 
der Bindung von 2F5 an Dpl78. Die Verstarkung der Bindung 
bei hohen Konzentration von Harnstoff bei gleichzeitiger 

15 Applikation beider Donuirien des erf indungsgemafien 
immunogenen Konstruktes ist die Grundlage fiir^ einen 
Schelltest zum Nachweis neutralisierender Antikorper mit 
Hilfe eine ELISAs. 

20 2.4 Bindung von 2F5 an P6373 und verschiedene vom Peptid 
6342 abaeleitete Peptide mit Aminosau reaustauschen 

Um zur testen, inwieweit Aminosaureaustausche im Peptid 
P6342 die gesteigerte Bindung von 2F5 an die Sequenz ELDKWA 
beeinfliissen, wurde das Peptid P6373 (NEQELLELDK^ASLW) mit 
abgewandelten Peptiden (P6342 mut 1-5) auf ELISA-Platten 
auf gebracht und bei einer Konzentration von ■ 3M Harnstoff 
mit 2F5 inkubiert. Abb. 6 zeigt die Auswertung des ELISA 
nach Abzug der Absorption von 2F5 an P6373 allein. Dabei 
zeigte sich, dass Aminosaureaustausche in mindestens 4 
Positionen des Peptids P6342 die Bindung des monoklonalen 
Antikorpers 2F5 Verringern. 

2.5 Stochiometrie der Peptide P6342 und P6373 bei der 
Bindung des mAb 2F5 
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Dta zu uberprufen, unter welchen st6chiometrischen Ver- 
haltnissen die gesteigerte Bindung von 2F5" an das Peptid 
P6373 und P6342 beeinflusst wird, wurden unterschiedliche 
stdchiometrische Verhaltnisse von P6342 und P6373 im ELISA 
aufgebracht und mit 2P5 unter steigenden Harnstoffkonzen- 
trationen inkubiert (Abb. 7) . 

Dabei wurde gezeigt, dass ein 2 : 1 Verhaltnis von P6342 zu 
P6373' eine deutlich gesteigerte Bindung von 2F5 an EUDKWA 
bewirkt als ein Verhaltnis von 1 : 1, was impliziert, dass 
ELDKWA durch zwei P6342 Peptide besser stabilisiert wird 
als durch eins. 

a. 6 Hemmuna der 2F5-vermitte l ten virusneutralisation durch , 
die Pentirte El und E2 

Im Neutralisierungsassay hemmt die Kombination aus El und 
E2.(auf 25mere verlangerte Versionen von P6342 und P6373) 
die virusneutralisierende Wirkung von 2F5 besser als E2 
alleine (Abb.8A) . 

Daruber hinaus zeigt auch ein stdchiometrisches Verhaltnis 
von 2 : 1 (El/E2).eine starkere Hemmung der neutralisieren- 
den Aktivitat von 2F5 als ein verhaltnis von 1:1, Shnlich 
wie im ELISA (Abb.SB) . 

Diese Daten unterraauern die ELISA-Experimente, in denen 
gezeigt ' wurde, dass die von 2F5 erkannte Sequenz ELDKWA 
durch zwei N-terminale Sequenzen der Ectodomane von gp41 
besser stabilisiert wird als nur durch eine und zeigt, dass 
diese Konformation auch wichtig ist fur die Hemmung der 
Neutralisation. 



59 

•», 



5.7 immup-igjgrunqsveirguche "it rekom hinanhpn AnHaenen und 
gynthetis rhpn Peotiden 

7.1 Gevinmma \m* charakt erisierung von rekombinanteip 
gEil ^ 

Die auf der Basis des NIH-HIV-Molekularklons pNL4-3 mit den 
spezifischen Primern 1 und 2 in der PCR araplifizierte 
Sequenz von gp41 wurde uber die Restriktionsschnittstellen 
von BamHI und Xhol in den uber die gleichen Restriktions- 
enzyme geSffneten Vektor pCal-n. (Stratagene) ligiert. Der 
geschlossene Vektor (pCal-n rgp41) wurde in BL21 Codon Plus 
(Stratagene) trans formiert und dort IPTG abhangig expri- 
miert. Die Aminosauresequenz des produzierten Fusions- 
proteins ist unter Abschnitt 2.1 aufgelistet. Es gelang, 
diese Sequenz als rekombinantes Pusionsprotein zu. expri- 
mieren. Allerdings war das Fusionsprotein nicht 16slich und 
wurde deshalb als Aggregat nach 8M Harnstof fprtzipitation 
zur Entfernung der loslichen bakteriellen Proteine ver- 
wendet . 

2.7.2 ■ Gewinnuna und Charakterisi gruna von rekombinanten 
Hvbridkonsfcrukten bestehertd aiis ' e ^pni PKRV-Transmembran- 
protein-Piiokarat mit einge setzten HIV-Epitopen 

Ausgehend vom Vektor pCal-n rpl5E, der die Sequenz der 
Ectodomaine des transmembranen Hullproteins pl5E des porci- 
nen endogene Retrovirus PERV-A enthalt (26), wurden mit 
spezifischen Primern Seguenzen von gp41 von HIV-1 in die 
PERV-pl5E Sequenz eingefugt und dadurch die entsprechenden 
Domanen von pl5E elinimiert (Substitution) . Dazu wurden 
zwei verschiedene Sequenzen von gp41 eingefugt, am N-termi- 
nalen Ende und am C-termirialen Ende. AuSerdem wurden die 
jeweilige Substitute in zwei verschiedenen Langen verwendet 
(Hybrid I und Hybrid II) . Die entstandenen PCR-Produkte 
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warden fiber die Restriktionsschnittstellen von BatnHI und 
Xhol in den fiber die gleichen Restriktionsenzyme geSffneten 
Vektor pCal-n (Stratagene) ligiert. Der geschlossene Vektor 
(pCal-n rgp41) wurde in BL21 Codon Plus (Stratagene) .trans- 
5 formiert und dort IPTG abhangig exprimiert. Die Aminos aure- 
sequenz der viralen Anteile (pl5E und gp41) der produzier- 
ten FusionBproteine Hybrid I und II sind in Abschnitt 2.1 
aufgelistet. Auch diese Pusionsproteine waren nicht loslich 
und wurden deshalb als Aggregat nach 8M Harnstof fprazipi- 
10 tation zur Entfernung der loslichen bakteriellen Proteine 
verwendet . 

o ■ . 

2.7.3 Gewinnunq und Charakt ^risieruna von rekombinanten 
S1-E2 Konstrukten verbunden uber ei ne Pentidbrucke 

15 

Durch Hybridisierung von Oligonucleotiden mit anschlieSen- 
der PCR-Auffullreaktion wurden die codierenden Secjueiizen 
fiir das Peptid El und E2 verbunden durch den codierenden 
Bereich fur eine funf Aminosturen lange Peptidbriicke her- 

20 gestellt. Das entstandene PCR-Produkt wurde uber die 
Restriktionsschnittstellen von BamHI und Xhol in den tiber 
die gleichen Restriktionsenzyme geoffneten Vektor pCal-n 
(Stratagene) ligiert. ' Der geschlossene Vektor (pCal-n 
q rgp41). wurde in BL21 Codon Plus (Stratagene) transformiert 

25 und dbrt IPTG abhangig exprimiert. Die Aminosauresequenz 
des produzierten Fusionsproteins Loop 1 ist in Abschnitt 
2.1 aufgelistet. Auch diese Fusionsproteine waren nicht 
loslich und wurden deshalb als Aggregat nach 8M Harnstoff- 
prazipitation zur Entfernung der loslichen bakteriellen 

30 Proteine verwendet. 

' 2.7,4 Immunisierunq von Ratten u nd Analyse der Immunseren 
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Ratten in Gruppen von mindestens je drei Tieren vmrden mit 
den gereinigten rekombinanten Proteinen, aber auch mit den 
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synthetischen Peptiden, die den Domanen El und E2 des gp41 
von HIV-1 entsprechen, immunisiert und geboostert, wie in 
Material und Methoden beschrieben. Die Inrmunseren wurden im 
Western blot und im ELISA auf bindende Antikorper gegen 
gp41 untersucht. Die Seren wurden weiterhin im Neutrali- 
sationsassay auf neutral isierende Antikorper untersucht. 

Um die Rattenseren auf virusneutralisierenden Eigenschaf ten 
zu testen, wurden 5xl0 4 C8166 mit 2xl0 3 TCID 5 o HIVIIIB in 
Anwesenheit der Rattenseren infiziert. Abb. 9 zeigt die 
prozentuale Hemmung der Virus infekt ion umgerechnet aus dem 
Act der hemmenden Wirkung von Praeimmun- und Boost serum. 
Als Positivkontrolle wurde die Infektion bei 2,5fig/ml 2F5 
durchgef uhrt . 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. 1 zusammen- 
gefasst. Obwohl alle Seren im ELISA und Western blot mit 
gp41 reagierten, waren nur Seren von einigen Tieren, die 
entweder beide Peptide El und El in Kombination (Tiere 
Q2-4) , nicht aber einzeln (Tiere) ,• von Tieren, die die 
Peptide in Kombination (El und E2) an Dextran 6000 direkt 
gekoppelt (Tiere Rl, R2) , von 1 Tieren, die die Peptide in 
Kombination (El und E2) an Dextran 6000 mittels eines 
Linkers gekoppelt (Tiere Sl-3) und von Tieren, die das 
Hybrid I und das • Hybrid II (pl5E von PERV mit 
substituierten El und E2 Domanen unterschiedlicher Lange) 
(Q4, P2-4, Ql und U2-3) appliziert bekamen, 
virusneutralisierend. 

Besonders die Ratten . 04 und P4 , beide immunisiert mit 
Hybrid II,. und Q3 " und S3, immunisiert mit El und E2 
Peptiden (frei oder an Dextran gebunden) , zeigen bei einer 
Verdunnung von 1:16 ahnlich gute neutralisierende Eigen- 
schaf ten wie 2,5 /tg/ml mAb 2F5. 
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Das rekombinante gP4i, das eigentlich als Antigen fiir die 
Immunisierung nicht geeignet ist, da es unldslich voriiegt, 
war nicht in der Lage, neutralisierende Antikorper hervor- 
zurufen (Gruppe N) . 

Diese . Ergebnisse zeigen, im Falle von HIV auf unlangst 
erhobene Befunde, die zeigten, dass nach der immunisierung 
der rekombinanten Ectodomane von plSE von PERV (30) 
neutralisierende Antikorper induziert werden konnten, nicht 
zuriickgegriffen werden kann. Das entsprechende Antigen war 
,zum einen nicht loslich, zum anderen induzierte es, selbst 
'als unlosliches Aggregat fur die Immunisierung verwendet, 
keine neutralisierenden Antikorper. Die Dnfahigkeit neutra- 
lisierende Antikorper - zu induzieren, kann nicht nur auf die 
Unloslichkeit zuruckgefuhrt werden, da in einer parallelen 
Studie, in der durch entsprechende Fusionsproteine eine 
Ldslichkeit induziert wurde, auch keine neutralisierenden 
Antik&rper hervorgerufen wurden (Daten nicht gezeigt) . 
Hinzu kommt, dass das Hybrid II <pl5E von PERV mit substi- 
tuierten El' und E2 Domanen der langeren Variante) auch 
nicht 16slich war, aber neutralisierende Antikorper hervor- 
rief . 
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Legenden: 

Abb. 1 Raumstruktur von gp41 mit dem dariiber liegenden 
gpl20 (Zwick et al. 2001 (5)). 

Abb. 2 A) Schema der Ectodomane von gp4l: Vereinf achte 
Darstellung von monomerem gp41. Hervorgehoben sind das 
Fusionpeptid am N-Terminus, die N-terminale Helix-Region 
(NHR) , der Cystein-Cystein-Loop, die C-terminale Helix- 
Region (CHR) land der Transmerabrandurchgang . 

B) Hexamer gp41: Dargestellt sind die NHR und CHR in der 
Aufsicht. Drei N-Helices sind als Triroer bestehend aus drei 
parallelen a-Helices mit drei auSen liegenden antiparallel 
angeordneten C-Helices. Die wechselwirkenden Aminosauren 
zwischen den Helices sind eingetragen. . f 

C) Rlappmechanismus von gp41 bei der infektion. Gp210 gibt 
nach der Bindung von CD4 und Korezeptor (CCR5/CXCR4) das 
darunter liegende gp41 frei. Dieses dringt mit dem Fusions- 
peptid in die wirtszellmembran ein. Durch hydrophobe 
Wechselwirkung klappen die NHR und die CHR zusammen und 
Ziehen dabei die Wirtszellmembran und die Virusmembran 
zueinander, was zur Fusion beider Membranen fuhrt. 

Abb. 3 Epitopmapping fur den mAb 2F5 mittels Pepspot 
Membran: I3mere Peptide wurden uber einen Acetyl-Linker an 
eine Nitrozellulosemembran kovalent gebunden. Von Spot zu 
Spot uberlappen diese Peptide urn 11 Aminosauren und decken 
dabei die gesamte Sequenz des gp41 ab. Der mAb 2F5 vnarde in 
einer Konzentration von 250 ng/ml eingesetzt. Das Sekundar- 
antikdrperkonjugat ( ant i- human- POD) vnarde 1:5000 einge- 
setzt. Das Epitop in der Sequenz von gp41 ist 
unters trichen . 
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Abb. 4 SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) von Dpl78 (Spur 1) 
und rekombinant . exprimiertem CBP-rgp41 (Spur 2) : Obwohl 
mehr Dpl78, das der C-Helix der Ectodomane des gp41 ent- 
spricht, aufgetragen wurde, wird es schlechter ira Western 
Blot detektiert als das rekombinante CBP-rgp41, das die 
gesamte Ectodomane des gp41 ' beinhaltet, 2F5 wurde im 
Western Blot in einer Konzentration von 500ng/ral 
eingesetzt. 

Abb. 5 ELISA-Untersuchungen zur Bindung des mAb 2P5 mit 
Dpl7 8 in Kombination mit uberlappenden Peptiden der 
Ectodomane von gp41: Das NIH Peptidset besteht aus 15meren 
Peptiden, die jeweils urn 11 Aminosauren iiberlappen und die 
die gesamte Proteinsequenz des Hullproteinkomplexes um- 
fassen. Es wurden alle Peptide in Kotnbination mit Dpl78 
getestet, bier sind nur die Ergebnisse fxir 10 Peptide aus 
dem N-terminalen Bereich der Ectodomane von gp41 gezeigt, 
(A) Das Peptid P6342, aber nicht alle anderen, steigert die 
Bindung von 2F5 an Dpl78. Die Steigerung der 2F5 Bindung 
erfolgt synergistisch, da der mAb 2F5 das P6342 alleine 
nicbt erkennt, und ist aucb noch bei 3M und 5M Harnstoff zu 
erkennen. Das Diagrairan zeigt die Mittelwerte aus Tripli- 
katen. (B) Sequenz der eingesetzten Peptide. DP107 ent- 
spricht der N-Helix der Ectodomane von gp41 und wurde als 
Kontrolle mitgefuhrt. 

Abb. 6 Einfluss von Aminosaureaustauschen im Peptid P6342 
auf die gesteigerte Bindung von 2F5 an P6373: In der 
Sequenz von P6342 wurden je zwei auf einanderfolgende Amino- 
sauren gegen Alanin ausgetauscht. Dabei haben sich 
besonders die Austausche im C-terminalen Bereich (P6342 
mut4 und mut5) als entscheidend schlechjter in der syner- 
gistischen Steigerung der Bindung von 2F5 an P6373 gezeigt. 
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P6342: AASVTLTVQARIiLLS 
P6342 mutl: AAAATLTVQARLLLS 
P6342 mut2: AASVAATVQARLLLS 
P6342 mut3: AASVTLAAQARLLLS 
5 P6342mut4: AASVTLTVAARLLLS ^ 
P6342 mut5: AASVTLTVQAAALLS 

Abb. 7 ELISA mit variierenden stochiometrischen Kombina- 
tionen P6342/P6343 bei vier" verschiedenen Konzentrationen 

10 Harnstoff: Der ELISA zeigt, dass 2F5 besonders gut an ein 
• 2:1 Verhaltnis von P6342/P6373 bindet. Ein groSerer 
Oberschuss von P6342 bedeutet keine Steigerung der Bindung, 
wahrend ein 1:1 Verhaltnis eine deutlich schwachere Bindung 
des mAb 2P5 an die beiden Peptide bewirkt. Das Diagramm 

15 zeigt die Mittelwerte aus Triplikaten. 

Abb. 8 Realtime PCR, (A) Inhibierung der 2F5-abhangigen 
virusneutralisation durch die Peptide El und E2. 
Die Graf ik zeigt die ct-Werte bei der Verwendung von 
20 Zelllysat nach Behandlung mit unterschiedlichen Mengen El 
(LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS) und E2 (NEQELLELDKWASLWNWFDIT 
NWL) ' wahrend der Infektion mit HIV. 2F5 wurde in einer 
Konzentration von 2,5 jig/ml eingesetzt. 

(B) Auch im Neutralisierungsassay wirkt ein stochio- 
25 metrisches Verhaltnis von 2:.l E1/E2 starker hemmend auf die 
virusneutralisierende Wirkung als ein 1:1 Verhaltnis. Alle 
Werte wurden als Triplikate gemessen. 

Abb.. 9 HIV-Neutralisierung durch Rattenseren: Die Saulen 
30 zeigen die prozentuale Hemmung der HIV-l IIIB Provirus- 
". integration in C8166 in Anwesenheit von verschiedenen 
Rattenseren bzw. 2P5. Die Rattenseren wurden 1:4 vor- 
verdunnt. 2F5 wurde in einer Konzentration von 2,5 ns/mL 
eingesetzt. Die Umrechnung def ct-Werte in prozentuale Hem- 
35 mung ist unter 2.9 beschrieben. 
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Abb. 10 Recombinants von gp41 abgeleitete Konstruktes A): 
Von gp41 von HIV-1 wurde ein rekombinantes protein 
abgeleitet, das nur noch Telle der Exodomane enthalt. (B) 
Vom transmembranen Hullprotein pl5E des porcinen endogenen 
Retrovirus wurde ein rekombinantes Protein abgeleitet ind 
in dieses Protein warden an topographisch identischen 
Positionen die El und E2 Domanen von gp41 (grau) von HIV-1 
eingesetzt (Substitution der entspfechenden Epitope von 
pl5E) . verschieden groSe El und E2 Domanen wurden gewShlt. 

Abb. 11 Rekombinantes von gp41* abgeleitetes Loop- Protein 
und freie Ppetide sowie Konjugate an ein Tragermolekul 
Die grau gezeichneten El und E2 Domanen wurden (A) als 
rekombinantes Protein mit einem Aminosaurelinker bzw. (B) 
als freie synthetische Peptide Oder gekoppelt .an das 
Tragermaterial Dextran bergestellt 
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Patentanspruche 

Immunogenes Konstrukt umfassend Aminosauresequenzen 
ausgewahlt aus einem viralen transmembranen 
Hullprotein, das mindestens uber einen Membrandurchgang 
mit der Virusmenibran assoziiert ist, mindestens eine 
Fusionsdomane und mindestens zwei a-helikale Strukturen 
umfasst, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Aminosauresequenzen ausgewahlt sind 

(i) aus einem ersten Bereich des Hullproteins, 
lokalisiert zwischen dem Membrandurchgang und 
einer ersten a-helikalen Struktur sowie 

(ii) aus einem zweiten Bereich, lokalisiert zwischen 
der Fusionsdomane und einer zweiten a-helikalen 
Struktur 

und/ Oder 

das Konstrukt, die die jeweiiige Aminosauresequenzen 
codierende DNA umfasst. 

s 

Immunogenes Konstrukt nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die ausgewahlteri Aminosauresequenzen ein synthetisches 
Peptid, ein rekombinantes Protein, eine dies.e 
codierende DNA und/oder eine Kombination dieser sind, 

Immunogenes Konstrukt nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass' 
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die erste a-helikale Struktur eine C-terminale Helix 
und die zweite a-helikale Struktur eine N-terminale 
Helix des Hullproteins ist. 



4. Immunogenes Konstrukt nach einem der, Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekeimzeichnet, dass 

es sich bei dem Hullprotein um dasjenige eines Virus 
ausgewahlt aus der Gruppe BIV, CEAV, EIAV1, FIV, OMW, 
SIVmac, SIVcpz, VILV, HIV-1, HIV-2, RSV, ALV, JSRV, 
SRV, GALV, MLV, FeLV, BLV, HTLV-1, HTLV-2, SARS-Virus 
und/oder HPV-1 handelt. 

5. invmunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Hullprotein GP2, gp20, gp2l, gp30, gp36, gp37, 
gp40, gp41 f gp45, gpl60, P 15E, E2, HA2 und/oder F2 ist. 

6. Itnmunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die mindestens zwei Aminosauresequenzen ausgewahlt sind 
aus der Gruppe umfassend eine Sequenz gemaS SEQ ID No 1 
bis No 93. 

7. Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 6,. 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Aminosauresequenzen untereinander und/oder die 
diese codierende DNA verbunden oder assoziiert sind. 
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Immunogenes Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Aminosauresequenzen und/oder die diese codierende 
DNA mit Liposomen assoziiert sind, insbesondere 
eingeschlossen und/oder auf einer Liposomenmembran 
verankert sind. 



9. Pharmazeutisches Mittel umfassend mindestens eines der 
immunogenen Konstnokte nach einem der Anspruche 1 bis 
8, gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch ver- 
traglichen Hilfsstoffen. 



10 . Pharmazeutiscbes Mittel nach Anspruch 9 , 

zur Verwendung als Immuntherapeut ileum oder -prophy- 
laktikum. 



11. Pharmazeutisches Mittel nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

es wenigstens eine weitere immunogene Komponente um- 
fasst, insbesondere ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Bordetella, Haemophilus, Borrelia, Pseudomonas, 
Corynebakterien, Mycobakterien, Streptokokken, Sal- 
monellen, Pneumokokken, staphylokokken und/oder. 
Clostridien. 

12. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 
11, 

dadurch gekennzeichnet, dass 
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es Zytok'ine umfasst, insbesondere lnterleukin-2, 4, 12 
und/oder ©4-CSF. 

13. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspriiche 9 bis 
12, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

das mindestens eine . Aminosauresequenz an ein 
Tragersystem geknupft ist. 

14. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 
13, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Hilfsstoffe oder das Tragersystem aus einem oder 
mehreren Proteinf ragmenten bestehen, die durch eine 
Peptidbindung an das auSere N- oder C-terminale Ende 
der Aminosauresequenz geknupft sind. 

15. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspruche 9 bis 
14, 

I 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Hilfsstoffe oder das Tragersystem ausgewahlt sind 
aus der Gruppe umfassend Albumine, KLH und/oder 
Dextrane . 

16. Pharmazeutisches Mittel nach einem der Anspriiche 9 bis 
15, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

es daruber hinaus mindestens ein nicht-spezif isches 
Immunad j uvanz umfasst. 
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17. Aminos&uresequenz ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 
eine Sequenz gemaS SEQ ID No 1 bis No 91 und/oder die 
sie codierende DNA zur Verwendung in der Medizin. 

18. Neutralisierender AntikSrper, hergestellt durch 
Immunisierung mit detn immunogenen Konstrukt nach einem 
der Anspruche 1 bis 8. 

19. Kit zum Nachweis von Antikorpern umfassend das 
imiminogene Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 8 
zur Diagnose, Verlaufs- und/oder Therapiekontrolle 
viraler Erkrankungen. 

20. Kit zum Nachweis von Virusantigenen umfassend einen 
neutralisierenden Antikorper nach Anspruch 18 zur 
Diagnose, Verlaufs- und/oder Therapiekontrolle viraler 
Erkrankungen . 

21. Verfahren zur . Induktion einer Antikorperantwort, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das immunogene Konstrukt nach einem der Anspruche 1 bis 
8 und/oder das pharmazeutische Mittel nach einem der 
Anspruche 9 bis 16 mit einem Organismus in Kontakt 
gebracht werden. 



22, Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
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das In-Kontakt-Bringen oral, anal, rektal, vaginal, 
intravenos, intradermal, subkutan und/oder intra- 
muskular durchgefuhrt wird. 

23. Verfahren nach 'einem der Anspruche 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Induktion einer Antikorperantwort prophylaktisch 
oder therapeutisch erfolgt. 

2*4. Verfahren nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Antikorper nach Anspruch 18 zur Therapie .einer 
viralen Erkrankung, insbesondere einer retroviralen 
Erkrankung, bevorzugt HIV eingesetzt werden. 

25. Verwendung des i'mmunogenen Konstruktes nach einem der 
Ansprdche 1 bis 8, des pharmazeutischen Mittels nach 
einem der Ansprtiche 9 bis 16, mindestens einer 
Arainsosauresequenz nach Anspruch 17 und/oder des 
neutralisierenden Antikorpers nach Anspruch 18 zur 
Diagnose, Prophylaxe, Therapie und/oder Verlaufs- 
kontrolle von viralen . Erkrankungen, insbesondere 
retroviralen Erkrankungen. 

26. Verwendung des Kits nach Anspruch 19 oder 20 

zur Diagnose und/oder Verlauf skontrolle von viralen 
Erkrankungen, insbesondere retroviralen Erkrankungen. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, 
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dadurch gekennzeichnet, dass 

die virale Erkrankung ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend BIV, CEAV, EIAV1, FIV, OMW, SIVmac, SIVcpz, 
VILV, HIV-1, HIV-2, RSV, ALV, JSRV, SRV, GALV, MLV, 
FeLV, BLV, HTLV-1, HTLV-2, SARS-Virus und/oder HPV-1. 

28. Verwendung des immunogenen Konstruktes nach einem der 
Anspriiche 1-8 in einem Neutralisationsassay. 

29. - Verfahren zur Generierung eines Antikdrpers gegen eine 

retrovirale Erkrankung, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Organismus mit dem immunogenen Konstrukt nach einem 
der Anspruche 1 bis 8, dem pharmazeutischen Mittel nach 
einem der Anspruche 9 bis 16, mindestens einer 
Aminsosauresequenz nach Anspruch 17 und/oder dem 
neutralisierenden Antikorper nach Anspruch 18 in 
Kontakt gebracht werden und so eine humorale 
Immunantwort durch die Bildung von Antikorpern 
induziert wird und anschliefiend die Antikorper aus dem 
Organismus gewonnen werden. 



30. Verfahren zur passiven Immunisierung eines Organismus, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die nach dem Verfahren nach Anspruch 29 gewonnenen 
Antikorper mit einem Organismus in Kontakt gebracht 
werden. 



31. Immunoassay fur den Nachweis von BIV-, CEAV- , EIAV1-, 
FIV-, OMW-, SIVmac-, SIVcpz-, VILV- , HIV-1- , HIV-2- , 
RSV- , ALV- , JSRV- , SRV- , GALV- , MLV-, FeLV-, BLV-, 



HTLV-1-, HTLV-2-, SARS-Virus- und/oder HPV-1- 
Antikttrpern in einer biologischeri Probe umfassend 

a) Beschichten einer festen Phase mit dem immunoge- 
nen Konstrukt gemafi einem der AnsprUche 1 bis 8; 

b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen 
Probe; 

c) Inkubieren der festen Phase mit einem anti- 
humanen Antikcirper, 'der die Klassen IgA, IgM, IgG 
nachweisen kann, der mit einer nachweisbaren 
Kennzeichnung markiert ist 

und 

d) Nachweis der Kennzeichnung, urn die Anwesenheit 
der bindenden AntikOrper gegen die genannten 
Viren in der Probe zu bestimmen. 



32. Immunoassay fUr den Nachweis von Virusantigenen in 
einer biologischen Probe umfassend 

a) Beschichten einer festen Phase mit dem 
neutralisierenden Antikflrper gemafi Anspruch 18; 

b) Inkubieren der festen Phase mit der biologischen 
Probe, 

c) Inkubieren der festen Phase mit einem zweiten, 
unterschiedlichen vom ersten, Antikorper gegen 
die gesuchten viralen Antigene, der in einem Tier 
Oder einem Menschen nach Immunisierung mit dem 
immunogenen Konstrukt nach einem der Ansprtiche 1 
bis 8 gewonnen warden 

und 

d) ' Nachweis des gekoppelten zweiten Antikbrpers, urn 

so die Menge des gebundenen Antigens zu 
bestimmen. 
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Referenzliste fiir die Aminosauresequenzen 

SEQ ID Wo 1 QARQLLSDIVQQQ, 
SEQ ID Nd 2 ELDKWASLWNWFN , 
5 SEQ ID No 3 GASVTLTVQARQLLSDIVQQQ , 
SEQ ID No 4 ELDKWASLWNWFNITNWLWY , 
SEQ ID NO 5 LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS , 
SEQ ID No 6 NEQELLEIjDKWASLWNVJFDITNWL , 
SEQ ID No 7 FLGFLGAAGSTMGAAS ITLTVQARQLLS , 
10 SEQ ID NO 8 FLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLS, 
SEQ ID NO 9 FLGFLGAAGSTMGAASLTLTVQARQLLS , 
SEQ ID . NO 10 LLGFLGAAGSTMGAASITLTVQARQLLS, 
SEQ ID No 11 FLGFLGAAGSTMGAAS ITLTVQVRQLLS , 
SEQ ID No 12 FLGVLS AAGSTMGAAATALTVQTHTLMK , 
15 SEQ ID No 13 NEQDLLALDKWASLWNWFDITNWLWYIK , • 
SEQ ID No 14 NEQDLLALDKWANLWNWFD I SNWLWY IK , 
SEQ ID No 15 NEQDLLALDKWA3STLWNWFDITNWLWYIR, 
SEQ ID No 16 NEQELLELDKWASLWNWFDITNWLWYIK , 
SEQ ID NO 17 NEKDLLALDSWQNLWlWFDITNWLWyiK , 
20 SEQ ID No 18 NEQELLELDKWAS LWNWFS ITQWLWYIK , 
SEQ ID No 19 NEQELLALDKW AS L WNWFD I SNWLWY I K , 
SEQ ID No 20 NEQDLLALDKWDNLWS WFS I TNWLWY I K , 
SEQ ID No 21 NEQDLLALDKWASLWNWFDITKWLWYIK, 
SEQ ID No 22 NEQDLLALDKW ASLWNWF S ITNWLWY IK , 
25 SEQ ID No 23 NEKKLLELDEWAS IWNWLDITKWLWY IK , 

SEQ ID No 24 AVGLAIFLLVLAIMAITSSLVAATTLVNQHTTAKV, 
SEQ ID No 25 SLSDTQDTFGLETS IFDHLVQLFDWTSWKDWIK , 
SEQ ID No 26 GVGLVIMLVIMArVAAAGASLGVANAIQQSYTKAAVQTLAN , 
SEQ ID No 27 AMTQLAEEQARRIPEVWESLKDVFDWSGWFSWLKYI , 
30 SEQ ID No 28 FGISAIVAAIVAATAIARSATMSYVALTEVNKIMEVQNH , 
SEQ ID No 29 LAQSMITFNTPDSIAQFGKDLWSHIGHNWIPGLGAS IIKY , 
SEQ ID No 30 SSSYSGTKMACPSNRGIIJ2NWYNPVA 
SEQ ID No 31 MMEQNNVQGKIGIQQLQKWEDWVRWIGNIPQYLK, 
SEQ ID No 32 

3 5 GIGLVIVLAIMAI IAAAGAGLGVANAVQQSSYTRTAVQSLANATAAQQN , 
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SEQ ID No 33 QVQIAQRDAQRIPDVWKALQEAFDWSGWFS WIiKYIPW , 

SEQ ID No 34 LGFLGFLATAGSAMGA2^LVTAQSRTLLAVIVQQQQQLLDW , 

SEQ ID No 35 EEAQIQQEKNMYELWKLNWWDVFGNWFDLTSWDIjTS WIKY , 

SEQ ID No 36 LGALGFLGAAGSTMGAAAVTLTVQARQLLSGIVQQQNNLL , 

SEQ ID No 37 EEAQSQQEKNERDLLEIjDQWASLWNWFDITKWLWYIK, 

SEQ ID No 38 GIGLVIVLAIMAI IAAAGAGLGVANAVQQS YTRTAVGSLANATAAQQE 

SEQ ID No 39 EAALQVHIAQRDARRIPDAWKAIQEAFN1OTSSWFSWLKY , 

SEQ ID No 40 I^FLGFLATAGSAMGARSLTLSAQSRTIJ^GIVQQQQQIiL 

SEQ ID No 41 EEAQIQEKNMYELQKIiNSWDILGNWFDLISWVKYIQ / 

SEQ ID No 42 WGPTARIFASILAPGVAAAQALREIERLACWSVKQANLTTSLL , 

SEQ ID No 43 KFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLRGIFGGIGEWAVH r 

SEQ ID No 44 SVSHLSSDCNDEVQLWSVTARIFASFFAOGVAAQALKEIERLA, 

SEQ ID No 45 ALQAMKEHTEKIRVEDDO IGDWFTRTFGGLGGWLAK , 

SEQ ID No 46 

GLSLIILGIVSLITLIATAVTACCSIAQSIQAAHTVDLSSQNVTKVMGT, 
SEQ ID No 47 IENSPKATLNIADTVDNFLQNLFSNFPSLHSLNKTL , 
SEQ ID No 48 

AVTLIPLLVGLGVSTAVATGTAGLGVAVQSYTKLSHQLINDVQALSSTI, 
SEQ ID No 49 KIKNLQEDLEKRRKAI^NLFLTGIjNGLLPYIIi 
SEQ ID No 50 

. AIQFIPLVIGLGITTAVSTGTAGLGVSLTWYTKLSHQLISDBQAISSTI , 
SEQ ID No 51 KIKNLQDDLEKRRKQLIDNPFWTGFHIiLP YVMPL , 
SEQ ID No 52 DPVSLTVALLLGGLTMGSIjAAGIGTGTAALIETNQFKQLQ , 
SEQ ID No 53 SMAKLRERFKQRQKLFESQQGQFEGWYNKSPWETT , 
SEQ ID No 54 AVSLTLAVLIX5LGITAGIGGSTALIKGPIDLQQGLTSLQIAIDAD , 
SEQ ID No 55 SMKKLKEKLDKRQLERQDSQNWYEGWFNNWPWFTT , 
SEQ ID No 56 EPVSLTLALLLGGLTMGGIAGVGTGTTALVATQQFQQLQAAMHD , 
SEQ ID No 57 SMAKLRERLSQRQKLFESQQGWFEGLFNKSPWFTT , 
SEQ ID No 58 EPISLTVALMLGLTVGGIAAGCGTGTKALLEAQFLQLQMQMHTD, 
SEQ ID No 59 NMAKIjRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNRSPWFTT, 
SEQ ID No 60 SPVAALTLGLALSVGIiTGINVAVSALSHQRLTSLIHVLEQDQQ, 
SEQ ID No 61 PLSQRVSTDWQWWNWDLGLTAPJVRET, 
SEQ ID No 62 AVPVAWLVSAIiAMGAGVAGGITGSMSLASGKSLLHEV, 
SEQ ID No 63 PILQERPPLENRVLTGWGLNWDLGLSQWAREALQ , 
SEQ ID No 64 AVPIAVWSVSAIiAAGTGIAGGVTGSLSLASSKSLLLEVD , 
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SEQ ID No 65 SVLQERPPLEKRVITGWGLNWDLGLSQWAREALQ, 

SEQ ID No 66 

FPNINENTAYSGEP^CDAELRIWSVQEDDLAAGLSWIPPFGPGI , 

SEQ ID No 67 KNISEQIDQIKKDEQKIGRGWGLGGKWWTSDWG , ' 

SEQ ID No 68 

LITGGRRTRREAIVNAQPKCOT^ 
SEQ ID No 69 KN I TDKI DQ I IHDFVDKTLPD QGDNDNWWTGWRQ W I , 
SEQ ID No 70 LITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEI^^ 
SEQ ID No 71 DRI^EVAKNLNESLIDLQELKYEQYEKWPVT5nW , 
SEQ ID No 72 GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAA , 
SEQ ID No 73 HDVYRDEAIiNNRFQIRGVELKSGYKDWILISFA , 
SEQ ID No 74 FAGVVLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLSSQAIDNLRASLETT , 
SEQ' ID No 75 IAKLEDAKELIiESSKQILRSMKGLSSTSIVY, 

SEQ ID NO 76 

FAGIAIGIAALGVATAAQVTAAVSLVQAQTNARAAAMKNS IQTNRA, 

SEQ ID NO 77 TELSKVNASLQNAVKQIKESNHQLQSVSVSSK , 

SEQ ID NO 78 FFGAVIGTIALGVATAAQITAGI ALAEAREA • 

SEQ ID NO 79 TNFLEESKTELMKARAIISVGGWHNTESTQ. 

SEQ ID NO 80 LGAAdSTMGAASVTLTVQARLLLS) und 

SEQ ID No 81 NEQELLELDKWASLWNWFDIT NWL 

SEQ ID NO 82 

LITQARQLLSDIVQQQRIVTEDLQALEKSV 

LKKEGLCVALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKL^ 
SEQ ID No 83 

LITGASVTLTVQARQLLSDIVQQQRIVTEDLQALEKSVSNLEESLTSLSEVVL^ 
RRGLDLLFLKKEGLCVALKEECCFYVDHSGAIRDSMSKLRERLERRRREEL^ 

SLWNWFNITNWLWY / 
SEQ ID NO 84 

LG^GSTMGAASVTLTVQARLLIiSSSPS SNEQELLELDKWASLWNWFDITNWL 

SEQ ID No 85 

MGCTSNTTLTVQARQLLSDIVQQQNNL^ 
RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNA^ 

SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIK 
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SEQ ID NO 86 AASVTLTVQARLLLS 

SEQ ID NO 87 AAAATLTVQARLLLS 

SEQ ID No 88 AASVAATVQARLLLS 

SEQ ID NO 89 AASVTLAAQARLLLS 

SEQ ID No 90 AASVTLTVAARLLLS 

SEQ ID No 91 AASVTLTVQAAALLS ' 

SEQ ID NO 92 LGAAGSTMGAASVTLTVQARLLLS 

SEQ ID No 93 NEQELLELDKWASLWNWFDITNWL 
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5 Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft immunogene Konstrulcte und ein 
pharmazeutisches Mittel zur Induktion von humoralen 
neutralisierenden Immunantworten gegen Virus infektionen 

10 sowie ein Kit zum Nachweis von Antikorpern und 
Virusantigenen. Die Erfindung betrifft weiterhin ein 
Verfahren zur Induktion einer Antikorperantwort und ein 
Verfahren zur passiven Immunisierung eines Organismus unter 
Verwendung neutralisierender Antikdrper, die mit den 

15 genannten immunogenen Konstrukten gewonnen wurden und einen 
Bioassay zum Nachweis der Infektion mit Viren und zum 
Nachweis der Bildung von neutralisierenden Antikdrpern. 
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Tabelle 1: 



Tiere 


Zahlder 

immunisierten 

Ratten 

• 


Fur die 

Immunisierung und 
das Boostern 
verwendete Antigene 


Zahl der Tiere mit 

neutralisierenden 

Seren/Zahl der 

immunisierten 

Tiere 

(ACt >2) 


Nl-4 


4 


CBPrgp41 


0/4 . 


04, 
Pl-4, 

Ql 


6 


Hybrid H 


3/6 


Q2-4 


3 


E1/E2 fireie Peptide 


2/3 


R1,R2 


2 


El/E2-Dextran 6- 
Konjugate 


1/2 


Sl-3 


3 


E1/E2-PDPH*- 
Dextran6-Konjugate 


1/3 


S4, 
Tl-2 


3 


El freies Peptid 


0/3 


T3A 
Ul 


3 


E2 freies Peptid 


■ 0/3 


U2-4 


3 


Hybrid I 


2/2 


Vl-4, 
Wl-2 


6 


Loop I 

• 


n.t** 


* 3-(2-Pyri<] 


Lyldithio) Propionyl Hydrazid, ** nicht getestet 
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